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1. CONCEPTO, PATOGENIA Y FISIOPATOLOGÍA 
DE LA PANCREATITIS AGUDA. 
 
 La pancreatitis aguda (PA) es un proceso inflamatorio del páncreas 
que puede afectar otros tejidos peripancreáticos y tejidos más distantes 
(Bollen y cols, 2008). 
 El páncreas exocrino secreta una gran cantidad de enzimas, entre 
ellas la tripsina, la quimotripsina, las amilasas, las lipasas, las elastasas, 
la carboxipeptidasa A y B, etc. La gran mayoría de ellas son enzimas líticas 
secretadas en forma de precursores inactivos (zimógenos), los cuales junto 
con el inhibidor de la tripsina (α1-antitripsina) presente en el jugo 
pancreático, protegen al páncreas de su autodigestión. Los zimógenos 
(tripsinógeno, quimotripsinógeno, proelastasa, procarboxipeptidasa A y B, 
prolipasa y profosfolipasa A2) son sintetizados en el retículo 
endoplasmático de las células acinares, almacenados dentro de gránulos 
de secreción y secretados por exocitosis al lumen acinar para ser liberados 
al duodeno a través del sistema de conductos del páncreas. El principal 
precursor enzimático es el tripsinógeno; su conversión en tripsina activa se 
realiza en el duodeno mediante la hidrólisis enzimática por enteroquinasas 
de la pared intestinal, liberando un péptido llamado péptido de activación 
del tripsinógeno (TAP). 
 La tripsina activa más tripsinógeno y también activa al 
quimotripsinógeno, la pro-carboxipeptidasa y el resto de proenzimas 
digestivas (figura 1). La tripsina, la quimotripsina y la carboxipeptidasa 
son las encargadas de la degradación de proteínas y péptidos. La lipasa 
pancreática hidroliza los enlaces éster de los triacilglicéridos ingeridos 
liberando sus componentes, ácidos grasos y glicerol. La amilasa actúa 
sobre el glucógeno, el almidón y sus componentes para formar glúcidos 



















































 En 1896, Chiari postuló que la pancreatitis se debía a la 
autodigestión del páncreas por sucumbir a sus propias propiedades 
digestivas (Chiari, 1896). Las ideas de Chiari sirvieron de base durante 
muchos años para el estudio de la patogenia de la enfermedad. Pocos años 
después, Opie formuló la teoría del canal común (Opie, 1901), afirmando 
que el bloqueo a nivel de la ampolla de Vater formaría un canal común que 
permitiría el paso de bilis al páncreas causando pancreatitis aguda. Otra 
posibilidad era que el reflujo duodenal, debido a un mal funcionamiento 
del esfínter de Oddi, pasase al páncreas digiriéndolo (McCutcheon y Race, 
1962). Desde la década de los ochenta, sabemos que incluso la 
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pancreatitis aguda por el aumento de presión intraductal (Austin y cols., 
1980).  
 En 1982, el grupo de Steer observó que se producía una 
colocalización de los gránulos de zimógeno cargados de enzimas digestivas 
con hidrolasas lisosomales en las fases tempranas de la pancreatitis aguda 
inducida por etionina (Koike y cols., 1982). La colocalización se produce 
mediante un proceso de crinofagia que supone la fusión de lisosomas con 
los gránulos de zimógeno (figura 1). Otros modelos experimentales, tanto 
por estimulación con ceruleína como por obstrucción del conducto 
pancreático, mostraron el mismo proceso llegándose a observar también 
fenómenos de endocitosis de enzimas secretadas y alteraciones del 
transporte de los gránulos de zimógeno (Watanabe y cols., 1984; Saluja y 
cols., 1989). Se ha demostrado que la catepsina B presente en los 
lisosomas es capaz de activar al tripsinógeno (Halangk y cols., 2002; Van 
Acker y cols., 2007) y que los ratones knockout de la catepsina B 
presentan menores niveles de tripsina intrapancreática tras la inducción 
experimental de la pancreatitis aguda (Halangk y cols, 2000). Parece que 
tras la colocalización de los gránulos de zimógeno con los lisosomas, la 
catepsina B es la causante de la activación del tripsinógeno. Las vacuolas 
formadas por el mecanismo de colocalización tienen una membrana frágil 
pudiéndose liberar enzimas destructivas al citoplasma. 
 Otros autores, sin embargo,  han cuestionado esta teoría, al 
observar la posibilidad de conseguir colocalización sin producir 
pancreatitis aguda (Luthen y cols., 1995). Por otro lado, ni la 
administración de inhibidores de enzimas lisosomales in vivo previene el 
desarrollo de la pancreatitis aguda, ni su administración in vitro reduce los 
niveles de activación del tripsinógeno (Steer, 2002).  
 Aunque limitando la activación de tripsinógeno se disminuye el 
grado de necrosis acinar en los ratones knockout de catepsina B, no se 
consigue disminuir la respuesta inflamatoria sistémica (Halangk y cols., 
2000). Por tanto, otros mecanismos podrían activar la tripsina durante la 
PA, como alteraciones del pH, la NADPH oxidasa de los neutrófilos o la 


















































Figura 2.- Iniciación de la pancreatitis aguda. Teoría de la colocalización en   
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Hoy en día se acepta que la PA no se desencadena solamente por el 
proceso autodigestivo del páncreas, sino que estos sucesos tempranos 
desencadenan un daño y la eventual muerte de la célula pancreática, 
iniciando la activación de los mediadores de la inflamación local. 
Recientemente se ha demostrado una presencia elevada de marcadores de 
la activación de proteasas y de inflamación, 24 h después del inicio de la 
pancreatitis aguda y mientras que los marcadores de la activación de 
proteasas disminuyen a las 48 h, los marcadores de inflamación perduran 
durante mayor tiempo (Regnér y cols., 2008). 
La respuesta inflamatoria del organismo ante una agresión en 
condiciones normales quedaría confinada al órgano de origen, debido a la 
acción de inhibidores, agentes anti-inflamatorios y mecanismos de 
regulación. Sin embargo, en diferentes procesos como politraumatizados o 
grandes quemados, sepsis y, en especial, en la PA puede producirse un 
descontrol de esta respuesta inflamatoria local. La expansión de la 
respuesta inflamatoria a diferentes órganos distantes, a través de 
mediadores celulares y mediadores moleculares proinflamatorios se 
denomina síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) (figura 3).  
El SIRS causa en su evolución un proceso de fallo orgánico, 
potencialmente reversible, que cuando afecta a dos o más sistemas 
diferentes del órgano de origen se denomina síndrome de disfunción 
multiorgánica (MODS) (figura 3). 
El trastorno orgánico más frecuente que puede surgir durante la PA 
ocurre a nivel pulmonar y se considera la causa más importante de 
mortalidad inmediata (De Campos., 2007). La gravedad de la PA se ha 
asociado clínica y experimentalmente a la concentración de fosfolipasa A2 
(PLA2), aumentando su expresión a las 6 h del inicio de la PA y 
participando en el desarrollo de la cascada inflamatoria en pulmón (Closa 
y cols., 1996; Zhang y cols., 2005). Otras complicaciones que pueden 
darse en la PA son la insuficiencia renal que conduce a una necrosis 
tubular aguda que produce la muerte en muchos pacientes (Zhang y cols., 
2008), o la afectación del sistema digestivo, que puede verse alterado por 
una translocación bacteriana desde el intestino al páncreas causando 
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también afectado y aunque su afectación directa parece ser baja, produce 
el aumento de la PLA2 y citoquinas contribuyendo a la afectación pulmonar 
(Closa y cols., 1996 y 1999). 
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2. MEDIADORES DE LA INFLAMACIÓN.   
 
La inflamación es un mecanismo adaptativo y estrechamente 
regulado, que constituye la primera línea de defensa del organismo frente a 
un estímulo tóxico o situaciones de estrés, tales como traumas, 
infecciones, post-isquemia, tóxicos o autoinmunidad; se produce un flujo 
de interacciones, entre distintos factores solubles y células, cuyo objetivo 
último es eliminar del organismo la causa inicial de una lesión y reparar el 
tejido afectado (Nathan, 2002). 
En un principio, la respuesta inflamatoria es beneficiosa y 
protectora, pero puede convertirse en perjudicial para la salud, bien sea 
por sufrir alteraciones que la perpetúen a una inflamación crónica, o por 
descontrolarse produciendo SIRS y en consecuencia MODS (Medzhitov, 
2008).  
En la inflamación ocurre una regulación muy sofisticada, de tal 
manera que por ejemplo, cuando lo primero que se produce es el daño de 
un tejido, el reto del mecanismo es detectar si está acompañado de una 
infección; por el contrario si se produce una infección comprueba si se ha 
producido daño tisular. Cuando el daño tisular y la infección coincide, la 
finalidad es responder lo más rápidamente frente al foco infeccioso, incluso 
a costa de producir un daño mayor en el tejido. La necesidad del 
organismo de detectar ambas situaciones a la vez antes de tomar las 
arriesgadas decisiones de autolesionarse implica una dependencia de un 
complejo entramado de señalización a distintos niveles organizados en una 
serie de puntos de control (Nathan, 2002; Medzhitov, 2008).  
En toda esta red de comunicación ocurren eventos a nivel tisular, 
vascular, celular y molecular (figura 4), en la que participan distintas 
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Figura 4.- Fenómenos que acontecen en el proceso inflamatorio debido a 
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Activación endotelial y leucocitaria Citoquinas proinflamatorias. 
Producción de reactantes de fase aguda Citoquinas proinflamatorias. 
Quimiotaxis 
C5a, LT B4, IL-8, productos bacterianos, sistema 
de coagulación. 
Vasodilatación PG E2, D2,F2, I2, NO. 
Aumento de la Permeabilidad Vascular 
Histamina, serotonina, bradiquinina, kalicreina 
C3a y C5a, Leucotrienos C4, D4, E4, PAF, 
Sistema de coagulación, ROS. 
Rodamiento leucocitario Integrinas, selectinas. 
Diapédesis ICAM-I, VCAM-I. 
Formación de edema Histamina e histaminasa. 
Daño tisular 
Enzimas lisosomales de Neutrófilos y 
Macrófagos, ROS, NO. 
Dolor Prostaglandinas E2, Bradiquinina. 
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2.1. Especies reactivas de nitrógeno (RNS) y oxígeno (ROS). 
   
 Las ROS y RNS juegan un papel importante en el metabolismo 
celular. En general, niveles moderados de ROS/RNS pueden actuar como 
señales para promover la proliferación y supervivencia celular, mientras 
que un severo incremento de ROS/RNS puede inducir la muerte celular. 
En condiciones fisiológicas, el equilibrio entre la generación y eliminación 
de ROS/RNS mantienen el funcionamiento correcto de la señalización 
proteica redox-sensitiva. Normalmente la homeostasis redox asegura la 
respuesta celular correcta a distintos estímulos exógenos. Sin embargo, 
cuando la homeostasis redox es alterada, el estrés oxidativo puede 
conducir a la muerte celular aberrante y contribuir al desarrollo de la 
patología (Trachootham y cols., 2008). 
 El estrés oxidativo se define como una alteración del equilibrio 
entre las especies pro-oxidantes y las antioxidantes, a favor de las 
primeras (Sies, 1986), y puede originarse por un exceso de sustancias pro-
oxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o por ambos factores 
a la vez, la sobreproducción de RNS se denomina estrés nitrosativo 
(Ridnour y cols., 2004).  
Las ROS y RNS son liberadas por macrófagos, neutrófilos, células 
endoteliales y tisulares en respuesta a diferentes estímulos, entre otros la 
PA, participando activamente en el proceso inflamatorio (Hussain y cols., 
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2.2. Sistemas de defensa contra los radicales libres. 
  
 Como la maquinaria celular está produciendo radicales libres 
continuamente, necesita poseer sistemas de contención de estos pro-
oxidantes. Bajo el punto de vista bioquímico se pueden dividir en 
antioxidantes enzimáticos y antioxidantes no enzimáticos. 
 
2.2.1. Sistemas de defensa contra los radicales libres. 
 
 La principal defensa contra los radicales libres es llevada a cabo 
por un sistema enzimático que  está constituido fundamentalmente por 
tres enzimas (figura 6): la familia superóxido dismutasa (Cu/Zn-SOD, Mn-
SOD y EC-SOD), la catalasa (CAT), y la familia glutatión peroxidasa (GPx 
selenio dependiente y GPx selenio independiente) (Yu, 1994). En ausencia 
de estrés oxidativo, las ROS que se generan se mantienen a niveles muy 
bajos gracias a la acción coordinada de estas tres enzimas. Tanto un 
descenso en la capacidad antioxidante, como la sobreexpresión unilateral 
de una de estas tres enzimas, puede aumentar la vulnerabilidad de la 
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2.2.2. Defensa antioxidante no enzimática. Papel antioxidante del glutatión 
(GSH). 
 
 Los antioxidantes no enzimáticos constituyen la primera línea 
defensiva frente a los radicales libres tanto extracelulares como 
intracelulares. Estos antioxidantes pueden ser moléculas lipófilas como los 
estrógenos, la bilirrubina, los flavonoides y los carotenoides o hidrófilas 
como el GSH o el ácido úrico. Otras moléculas con carácter antioxidante 
son la melatonina, la vitamina C (ácido ascórbico), la vitamina D (α-
tocopherol) y sus derivados. 
 Dentro de las defensas no enzimáticas, tienen un papel importante 
los tioles no proteicos, de los que el glutatión o GSH (L-γ-glutamil cisteinil 
glicina) es el más abundante en las células de mamífero. 
 Este tripéptido puede aparecer, según su estado redox, en forma de 
GSH o de glutatión oxidado, GSSG, por unión de dos moléculas de GSH 
mediante un puente disulfuro entre las cisteínas (figura 7). El GSH 
desempeña numerosas e importantes funciones metabólicas, como 
detoxificar los ROS/RNS en las células o proteger frente al efecto nocivo de 
las radiaciones (Sies, 1991). El GSH también interviene en la síntesis de 
ADN (Estrela y cols., 2006) y en la captación de aminoácidos en algunos 
tejidos (Viña y cols., 1989), modula actividades enzimáticas (Pajares y 
cols., 1992), regula la homeostasis del calcio (Bellomo y cols., 1982), la 
proliferación celular (Terradez y cols., 1993) y es un reservorio de cisteína 
(Tateishi y cols., 1974). Muchas de estas funciones se deben a su peculiar 
estructura química. El grupo tiol (-SH) de la cisteína es el que interviene en 
las reacciones redox, mientras que el enlace γ-glutamilo entre el glutámico 
































































 El GSH puede reducir los peróxidos formados por medio de la 
glutatión peroxidasa, o bien reaccionar directamente con los ROS/RNS sin 
intervención enzimática alguna, intercambiando electrones a través del 
azufre de la cisteína que contiene en su estructura. Así, puede actuar de 
las siguientes formas: 
 
1. Reacción directa con un radical libre. 
GSH + R•          
 
        RH + GS• 
2GS•        
 
        GSSG 
 
2. Intercambio tiol – disulfuro. 
RS- + GSSG     
 




















3. Oxidación dieléctrica. 
   RS- + GSI     
 
        RSSG + I- 
 
 El GSSG formado es inmediatamente reducido a GSH por medio de 
la enzima glutatión reductasa. La glutatión reductasa requiere NADPH 
como cofactor, que será suministrado por la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, GAPDH (figura 8). Tanto la glutatión peroxidasa como la 
glutatión reductasa se hallan predominantemente en el citosol, existiendo 
también cierta actividad mitocondrial. 
 









2.2.3. Síntesis del GSH. Papel de la glutamato cisteína ligasa. 
 
 En situaciones fisiológicas, los factores limitantes para la síntesis 
de GSH son la disponibilidad de cisteína (Tateishi y cols., 1977; Tateishi y 
cols., 1974) y la actividad de la enzima glutamato cisteína ligasa (GCL), 
también denominada γ-glutamilcisteína sintetasa (GCS) (Díaz y cols., 
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cisteína (figura 9, reacción 1) y su actividad de síntesis del GSH está 
regulada por retroalimentación negativa, ya que el propio GSH inhibe la 
GCL (Richman y Meister, 1975). El segundo paso de la síntesis de GSH 
(figura 9, reacción 2) está catalizado por la GSH sintetasa, que une una 
glicina a la γ-glutamil cisteína. El GSH sintetizado intracelularmente es 
transportado al exterior celular (figura 9, reacción 3). 
 
2.2.4. Degradación del GSH. Papel de la γ-glutamil transpeptidasa (γ GT). 
Ciclo del γ-glutamilo. 
 
 Tras su síntesis, el GSH puede ser utilizado o degradado. La 
catabolización del GSH se realiza en parte dentro de la célula y en parte 
fuera de la misma. El GSH se exporta fuera de la célula por medio de un 
transportador específico. Comienza entonces la acción de la γ-glutamil 
transpeptidasa, γ-GT, que cataliza dos tipos de reacciones (figura 9, 
reacción 4): 
 
1) Reacción de transpeptidación: en la que el  γ-glutamilo se transfiere 
a un aceptor. 
 
2) Hidrólisis del enlace γ-glutamilo. 
 
 La actividad γ-GT se localiza en la membrana plasmática de las 
células (Meister y Anderson, 1983) con su locus activo se orientándose al 
exterior celular. Cuando el GSH interacciona con la cara externa de la 
membrana, la γ-GT forma γ-glutamil aminoácido, que entra al interior de la 
célula. La enzima γ-glutamil ciclotransferasa cataliza la liberación del 
aminoácido y la síntesis de L-5-oxo-prolina (figura 9, reacción 5). La 
oxoprolinasa cataliza la hidrólisis dependiente de ATP de la oxoprolina 
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Una dipeptidasa hidroliza la cisteinilglicina formada por la γ-GT (figura 9, 
reacción 7). Por tanto, la actividad de la γ-GT se convierte en una fuente de 
los aminoácidos precursores del GSH y su abundancia favorece la 
formación de la γ-glutamil cisteína (Leung y Chan, 2009). 
 Existen diferentes mecanismos para el transporte de la cisteína y 
de equivalentes de cisteína al interior celular. El sistema ASC, mediante un 
transporte sodio dependiente, introduce cisteína extracelular (Knickelbein 
y cols., 1997) (figura 9, reacción 8). 
 El conjunto de reacciones que participan en la síntesis y 
degradación del GSH constituye el llamado ciclo del γ-glutamilo y fue 
postulado por Meister  y Anderson (Meister y Anderson, 1983: figura 9). 
 
2.2.5. Conjugación del GSH a proteínas. Papel de las glutatión-S- transferasas 
(GSTs) y de la glutarredoxina (GTx). 
 
 También son sustrato de la γ-GT los GSH-conjugados producidos 
por la reacción catalizada por las glutatión S-transferasas, GSTs (figura 9, 
reacción 9). Esta familia enzimática cataliza las reacciones entre GSH y 
una amplia variedad de compuestos electrofílicos de origen exógeno, dando 
lugar a dichos GSH-conjugados (en la figura 9, el GSH y los GSH-
conjugados son representados conjuntamente como γ-Glu-Cys(X)-Gly). 
 Las GSTs forman el mayor grupo de enzimas detoxificadores y 
todas las células eucariotas poseen múltiples isoenzimas tanto citosólicas 
como de membrana (Unlü y cols., 2008). Las enzimas citosólicas están 
presentes en el páncreas y están codificadas por al menos 5 familias 
génicas distintas: GSTs alpha y mu, localizadas principalmente en el 
sistema ductal y en el lumen del páncreas exocrino y las GST theta, pi y 
sigma, localizadas en las células acinares pancreáticas (Leung y Chan, 
2009). Las enzimas de membrana están representadas por la GST 
microsomal y la leucotrieno C4 sintetasa, ambas codificadas por un único 
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análisis bioinformático (Whitbread y cols., 2005) y aún se están 
encontrando nuevas GSTs como la isoforma recientemente descubierta en 
diatomeas (Hervé y cols., 2008). Existen numerosas evidencias del papel 
crucial que representan estas enzimas en la sensibilidad celular a un 
amplio espectro de tóxicos (Katoh y cols, 2008) y participan en procesos 
metabólicos como la respuesta al estrés, la proliferación celular y la 
apoptosis, y en procesos oncogénicos como la progresión y la resistencia a 
fármacos de las células tumorales (Lo y cols., 2007). 
 Por otro lado, la glutarredoxina (GTx) también participa en el 
control redox de la células mediando la glutationilación de proteínas,  
como la ribonucleasa pancreática, que presenta ocho grupos tiólicos y su 
forma más activa es la transición oxidada, ribonucleasa-(S2)4 (Lundström –
Ljung y Holmgren, 1995). 
 La GTx, junto con la tiorredoxina (TRx) son enzimas antioxidantes 
que en mamíferos forman parte de los sistemas “NADPH/GSSG 
reductasa/GSH/GTx” y “NADPH/TRx reductasa/TRx” respectivamente y 
su actividad es muy importante en el desarrollo de muchas patologías 
como enfermedades vasculares (Berndt y cols., 2007) o el Alzheimer 
(Akterin y cols., 2006). El estado redox celular modula la transcripción 
génica, vías metabólicas y vías de señalización (Holmgren y cols., 2005). 
Por ejemplo, el GSSG en el retículo endoplasmático es vital inactivando 
proteínas nacientes y otras proteínas reducidas, controlando su activación 
a través de la formación de puentes disulfuros (Lundström-Lung y 
Holmgren, 1995). El sistema NADPH/GSSG reductasa/GSH/GTx, además 
participa en otros procesos como proteger a las células de la apoptosis 
inducida por peróxido de hidrógeno (Wang y cols., 2007). 
 La GTx también ha sido relacionada con el desarrollo de la 
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1.- γ-glutamil-cisteína ligasa.
2.- Glutatión sintetasa.
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2.2.6. Papel de la defensa antioxidante en  la pancreatitis aguda. 
 
 El mayor detoxificador celular de las ROS es el GSH. La 
concentración tisular de GSH está comprendida entre 0,5 y 10 mM, siendo 
la concentración del GSH extracelular del orden micromolar. La adecuada 
biodisponibilidad del GSH  depende de la sofisticada cooperación entre la 
GSH reductasa y la GCL, manteniendo un cociente GSH/GSSG entre 30:1 
y 100:1, suficiente para luchar contra estímulos oxidativos. 
 El páncreas aparece evolutivamente preparado para la defensa 
contra el estrés oxidativo. La concentración de GSH en el páncreas es de 2 
µmol/g tejido, siendo uno de los tejidos con mayor cantidad de GSH. En el 
páncreas también aparecen otros antioxidantes como la vitamina C, la 
vitamina E y la vitamina A en cantidades considerables (Leung y Chan, 
2009). 
 El páncreas exocrino presenta una actividad relativamente baja de 
la GCL, a pesar de lo cual es capaz de sintetizar GSH. En compensación, el 
páncreas presenta una actividad γ-GT elevada y la vía de transulfuración 
se mantiene intacta en los acinos pancreáticos, lo que favorece la 
activación de la síntesis de GSH a partir de sus aminoácidos  (Leung y 
Chan, 2009). La abundancia de los aminoácidos precursores favorece la 
formación de GSH a pesar de la baja actividad de la GCL. 
 La asociación entre los antioxidantes y la inflamación pancreática 
ha sido extensamente estudiada durante la última década. La disminución 
de expresión y la pérdida de actividad de las enzimas antioxidantes pueden 
exacerbar el proceso oxidativo. Está bien documentado que en diferentes 
modelos de pancreatitis aguda y crónica disminuyen la glutatión 
peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT) y la superóxido dismutasa (SOD) 
produciéndose un desequilibrio redox. Además las actividades GPx y 
tiorredoxina (TRx) están consideradas marcadoras de severidad de 
pancreatitis aguda (Leung y Chan, 2009). 
 En cuanto al GSH, se convierte en un factor crítico en el transcurso 
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disminución de los niveles de GSH y el mantenimiento de esos bajos 
niveles de GSH podría ser responsable de la transformación de una 
pancreatitis aguda leve en una grave  (Rahman y cols., 2004).   
 No obstante, el fallo en la inducción de la síntesis de GSH no es ni 
el primer, ni el único evento que participa en el descenso de los niveles de 
GSH. Por ejemplo, también aparecen involucradas GSTs. Hay numerosas 
evidencias que relacionan la severidad de la pancreatitis aguda con un 
aumento en la actividad GST (Leung y Chan, 2009). La paradoja se da 
porque la actividad de estas enzimas detoxificadoras, que en principio se 
esperaría que actuaran en contra del estrés oxidativo, pueden agravar la 
patología de la  pancreatitis  aguda. Este suceso podría deberse a procesos 
de conjugación del GSH con distintos xenobióticos que posteriormente son 
excretados de la célula favoreciendo la disminución del GSH intracelular 
(Baron y cols., 1986) e interrumpiendo el ciclo normal del GSH producido 
por el sistema GPx/GSH reductasa (Olson y Hallahan, 2004).  
 En definitiva, durante la pancreatitis aguda ocurren distintos 
procesos que disminuyen los niveles de GSH, y el mantenimiento de los 





 En la inflamación, a través de la transducción de señales, se 
produce la actuación de factores de transcripción que hacen que se liberen 
citoquinas.  Las citoquinas son proteínas liberadas principalmente por 
células del sistema inmunológico que actúan como señales intercelulares 
no específicas, mediante las cuales, determinadas células pueden atraer a 
otras y activarlas propagando y amplificando la respuesta inflamatoria 
(Medzhitov, 2008; Gullberg, 2008).  
 Se forman de novo ante un estímulo, su secreción es breve y 
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interior de un tejido. Su síntesis se activa por la expresión de los genes que 
las codifican. Algunas citoquinas pueden controlarse por mecanismos 
post-translacionales, como la liberación proteolítica de un producto activo 
(Lin y cols., 2000).  
 Las citoquinas también están reguladas por proteínas supresoras 
de la señal citoquínica (SOCS), que inhiben las vías de transducción de las 
citoquinas. Las SOCS son inducidas por las propias citoquinas 
(retroalimentación negativa), o por otros mediadores como lipopolisacárido 
(LPS), isoproterenol, estatinas y AMPc (Yoshimura y cols., 2007). 
 El desequilibrio entre las citoquinas proinflamatorias y las anti-
inflamatorias se ha implicado en el desencadenamiento y evolución de 
numerosas patologías, entre ellas la pancreatitis aguda, en la que los 
macrófagos activados liberan citoquinas proinflamatorias, en respuesta al 
daño local pancreático (Viterbo y cols, 2008) y sistémico (Naskalski y cols., 
2007). 
 
2.3.1. Citoquinas proinflamatorias. 
 
 Factor de necrosis tumoral (TNF-α). 
 
 El TNF-α es un polipéptido con efectos pleiotrópicos que  se 
produce a partir de un precursor de 26 KDa unido a la membrana. La 
acción catalítica de la enzima convertidora de TNF-α, ECTA, libera la forma 
soluble de 17 KDa que es capaz de activar receptores específicos del TNF-
α (figura 10). Una vez liberado de la membrana se agrega formando 
complejos de tres moléculas que se unen y activan los receptores. El TNF-α 
de membrana también es activo y parece que es el principal ligando del 
receptor de tipo 2. El TNF-α es capaz de inducir su propia síntesis, y la de 
otras citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesión (Papachristou, 
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vía de su ligando receptor (TRAIL) con potencial de causar daños tisulares 
severos.  
 Las células que mayor cantidad de TNF-α sintetizan son los 
monocitos y los macrófagos, aunque también lo producen otros tipos 
celulares entre los que se encuentran las células acinares. El principal 
estímulo para su producción es el lipopolisacárido (LPS),  pero su 
producción se ve aumentada también en respuesta a bacterias, virus, 
citoquinas (IL-1, IL-2 o GM-CSF), complejo mayor de histocompatibilidad, 
radiación X, cristales de urato, factor C5a del complemento y ROS (Mühl y 
Pfeilschifter, 2003).  La regulación post-transcripcional del ARNm del TNF-
α es muy compleja y en ella intervienen las MAP quinasas (Deleault y cols., 
2008). 
 El TNF-α también juega un papel clave en la PA severa, actuando 
tempranamente en su evolución. Como resultado de su rápida eliminación, 
los niveles séricos de TNF−α son peores indicadores del desarrollo de la 
inflamación que otras citoquinas como IL-6 (Papachristou, 2008). Para 
limitar sus efectos a nivel sistémico, el cuerpo libera inhibidores de TNF-α. 
El receptor soluble de TNF-α (sTNFR) atenúa el efecto del TNF-α uniéndose 
a él en el suero y actuando así como molécula anti-inflamatoria. Los 
niveles de TNFR han resultado ser marcadores de la severidad de la PA con 
una fiabilidad del 96% (Malleo y cols., 2007). 
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Inflamación



























 Interleuquina 1 (IL-1). 
 
 La interleuquina IL-1 es una potente citoquina proinflamatoria. 
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aunque también en células epiteliales y endoteliales (Gosselin y Rivest, 
2007). Existen dos formas de IL-1, IL-1α e IL-1β, ambas de 17 KDa que 
tienen una homología inferior al 30%. Los dos tipos se unen al mismo 
receptor y tienen efectos biológicos similares aunque la forma α está más 
ligada a las membranas celulares y la forma β es más fácilmente detectable 
en sangre (Yamauchi y cols., 2001). 
 Los efectos biológicos dependen de la cantidad de citoquina 
liberada actuando de forma sinérgica con el TNF-α. Es capaz de inducir su 
propia síntesis, así como la síntesis de muchas otras citoquinas como son 
las IL-2, IL-6 e IL-8 por parte de los macrófagos y del endotelio vascular, 
donde además promueve la expresión de moléculas de adhesión y activa la 
cascada de la coagulación. Indirectamente, por medio de la estimulación 
de estas células, es capaz de activar a los neutrófilos y conseguir una 
potente respuesta inflamatoria. A concentraciones elevadas puede producir 
fiebre, hipotensión, proteolisis muscular, resorción ósea, aumento de la 
formación de neutrófilos en la médula ósea e inducción de la síntesis de 
proteínas de fase aguda como la PCR (O'Connor, 2008).  
 La IL-1 ha sido probada como marcador de severidad en la PA 
grave obteniéndose una fiabilidad similar a la IL-6 (81% vs. 88%) (Malleo y 
cols., 2007).  
 
 Interleuquina 6 (IL-6). 
 
 La IL-6 se produce por numerosas células como son los 
macrófagos, células endoteliales, fibroblastos y células musculares lisas 
(Montero-Julian, 2001). Es la principal citoquina mediadora de la síntesis 
de las proteínas de fase aguda como la PCR, el fibrinógeno y la 
haptoglobina, y su administración induce pirexia. La IL-6 se sintetiza en 
repuesta al estímulo del TNF-α, de la IL-1 y de la endotoxina. Su 
importancia radica en que su detección en suero es rápida y fiable, siendo 
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días más tarde (con un máximo a las 4-6 h). La IL-6 es el inductor 
primario de la respuesta proteica de fase aguda (Papachristou, 2008). 
  
 Interleuquina 8 (IL-8). 
 
 La IL-8 pertenece a una familia de citoquinas pequeñas de 8 a 10 
KDa, denominadas quimoquinas, que se encargan de activar y dirigir a los 
leucocitos a las zonas de daño. Es una citoquina activadora de linfocitos T 
y de neutrófilos, además de un potente agente quimiotáctico para dichas 
células. Se sintetiza en varios tipos celulares en respuesta al TNF-α, 
destacando los macrófagos y las células endoteliales. Se  considera como el 
principal mediador secundario de la activación de neutrófilos por el  TNF-
α, ya que provoca la migración, expresión de moléculas de adhesión, 
degranulación y generación de radicales libres derivados del oxígeno por 
estos leucocitos (Wessely-Szponder, 2008). Sin embargo, administrada a 
los animales no provoca un estado de shock como el TNF-α o la IL-1β. 
 
 Interleuquina 10 (IL-10). 
 
 La IL-10 es otra citoquina anti-inflamatoria sintetizada por los 
linfocitos TH2, que modula la expresión de las citoquinas proinflamatorias 
que se producen al principio de la inflamación e inhibiendo la formación de 
TNF-α, IL-1, IL-6, e IL-8. Estimula también la producción del antagonista 
del receptor de IL-1 y la liberación de TNFR2 (Commins y cols, 2008). 
 
 Proteína asociada a la pancreatitis (PAP). 
 
 La PAP es una proteína de secreción de 16 KDa que fue descubierta 
en el jugo pancreático de ratas con pancreatitis aguda (Keim y cols., 1984). 
Estructuralmente está relacionada con la familia de las lecitinas calcio 
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se comporte como tal. La PAP parece estar involucrada en procesos como 
la homeostasis del jugo pancreático (Multigner y cols., 1985), o actuando 
como agente endógeno antibacteriano con un papel protector previniendo 
complicaciones infecciosas (Iovanna  y cols., 1991). También se ha descrito 
que confiere resistencia a la apoptosis producida por TNF-α [Malka y cols., 
2000) o por bajas dosis de H2O2 (Ortiz y cols., 1998). 
 Más recientemente, ha sido descrita como factor anti-inflamatorio 
in vitro (Folch-Puy y cols., 2006) e in vivo (Gironella y cols., 2005). Su 
expresión puede estar inducida por varias citoquinas y por ella misma. El 
efecto inhibitorio en la vía proinflamatoria de NFκB parece ser dependiente 
de la síntesis proteica, igual que con las citoquinas IL-10 e IL-6 (Closa y 
cols., 2007). 
 
3. PROTEASAS Y MUERTE CELULAR. 
 
 Las proteasas o peptidasas son enzimas esenciales para la vida, 
que conducen al catabolismo de las proteínas por hidrólisis de los 
polipéptidos y péptidos en los aminoácidos que los forman. 
 La función de estas proteasas no es meramente destructiva; juegan 
un papel regulador en muchos procesos biológicos como la fecundación, 
maduración, envejecimiento y muerte de los organismos, y fisiológicos 
como la cascada de la coagulación o la apoptosis entre otros. Las 
proteasas modulan la síntesis y la función de las proteínas, y controlan su 
composición aminoacídica, tamaño, forma, recambio (turnover) y por 
último su destrucción (Puente y cols., 2003). 
 Las proteasas son también esenciales en virus, bacterias y 
parásitos para su replicación y para la transmisión de enfermedades 
infecciosas. 
 Se conocen más de 600 proteasas humanas cuyos genes ocupan 
un 2% del genoma humano (Rawlings y cols., 2008) y de forma similar 
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OH H1 2 3 4
H2O
En la hidrólisis se añade una   
molécula de agua para romper
OH H1 2 3 OH H1
HIDROLASA
sintetizadas en los ribosomas adosados a la membrana del retículo 
endoplasmático que sufren la glicosilación en el retículo endoplasmático y 
en el aparato de Golgi y de allí irán a diferentes destinos (López-Otín y 
Bond 2008), como algunas dipeptidasas que irán al citoplasma ó las 
caspasas que se sitúan en la mitocondria, citoplasma y núcleo celular, o 
como la mayoría de ellas que van a parar finalmente a los lisosomas 
(Puente y cols., 2003). 
 Las peptidasas son catalogadas como hidrolasas. Las hidrolasas 
(figura 10) necesitan una molécula de agua para hidrolizar enlaces. Dentro 
de las hidrolasas, existen las esterasas que rompen los enlaces éster 
(figura 11), fosfatasas que rompen los enlaces ésteres del fosfato (figura 12) 
y las peptidasas (figura 13) que rompen los enlaces peptídicos (Gonzalez-
Noriega y cols., 1980). Muchas proteasas, entre las cuales están las 
lisosomales, actúan a pH ácido, una de las características del interior de 
los lisosomas y del estómago (Just, 1974). Estas proteasas degradan las 
proteínas provenientes de la digestión en el interior de los lisosomas, en 
los cuales entran por endocitosis o pinocitosis después de haber sido 
marcadas con una manosa-6-fosfato. La membrana lisosomal protege a la 
célula de la acción indiscriminada de estas proteasas. 
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3.1. Tipos de proteasas. 
 
 Las proteasas se dividen en endopeptidasas, como la tripsina, 
quimotripsina, pepsina, papaína o elastasa y exopeptidasas, como las 
aminopeptidasas o las carboxipeptidasas. Su diferencia estriba en su 
actuación sobre las proteínas: las endopeptidasas hidrolizan enlaces 
peptídicos internos de la secuencia peptídica, mientras que las 
exopeptidasas son capaces sólo de romper los enlaces peptídicos de los 
extremos de la secuencia peptídica. La distinción no es absoluta, ya que 
muchas enzimas pueden tener ambos tipos de actividad. Por acuerdo 
internacional, las enzimas que presentan actividad endopeptidasa son 
clasificadas como tales, aunque también presenten actividad exopeptidasa, 
como por ejemplo la catepsina B (Kirsche y Barret, 1987).  La hidrólisis de 
las proteínas presumiblemente es iniciada por las endopeptidasas que 
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exopeptidasas, que son extremadamente eficientes incluso en la 
destrucción de péptidos grandes. Algunos dipéptidos pueden difundirse a 
través de la membrana lisosomal para ser finalmente degradados por una 
dipeptidasa en otros compartimentos de la célula (Kirsche y Barret, 1987).  
 Las peptidasas se clasifican según el carácter de su centro activo y 
condiciones de acción en 5 grandes grupos. Dentro de cada grupo, las 
peptidasas se organizan en “clanes” donde se agrupan las que se han 
originado de un mismo ancestro común.  
 Dentro de los clanes se agrupan las familias, que son grupos de 
peptidasas homólogas. La homología se basa en similitudes significativas 
de las secuencias de aminoácidos  (Rawlings y cols., 2008).  
 
 Aspartil peptidasas. 
 
 Las aspartil peptidasas son un clan de enzimas proteolíticas de la 
familia de la pepsina que comparten el mismo sistema catalítico y que 
normalmente funcionan en condiciones ácidas. Este último aspecto limita 
su funcionamiento a ciertas localizaciones específicas y por eso es menos 
habitual que otros grupos. Sin embargo, las aspartil peptidasas están 
presentes en un amplio rango de organismos que varían desde vertebrados 
a retrovirus y bacterias (Puente y cols., 2003). 
 La gran mayoría de estas proteasas pertenecen a la familia de la 
pepsina, presentes sólo en eucariotas (Rawlings y cols., 2008). Su papel 
fisiológico en la digestión está bastante definido, están presentes en los 
lisosomas, son secretadas al estómago para hacer la digestión (Roberts, 
2006) y su acción sobre las proteínas es inespecífica. Existe una familia 
muy similar formada por retropepsinas virales (Rawlings y Barret, 1993).  
 La catepsina D es otra proteína que se encuentra en los lisosomas 
de la mayoría de las células (Saftig y cols., 1995). Presenta dos centros 
activos en su estructura para realizar su función habitual en la digestión 
de proteínas en sincronización con otras catepsinas. La catepsina D puede 
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prelisosomales. Por ejemplo, ha sido propuesto su papel en el 
procesamiento de antígenos (Mizuochi y cols., 1994), proliferación celular, 
regeneración de tejidos (Saftig y cols., 1995) y activación de prohormonas 
(Authier, 1995). Además, la catepsina D está implicada en procesos 
degenerativos cerebrales (Cataldo, 1995), patologías del tejido conectivo 
(Keyszer y cols., 1995) y sobre todo, en la progresión del cáncer y las 
metástasis (García y cols., 1996). 
 La catepsina E es otra aspartil proteasa que no es ni secretora ni 
lisosomal, sino que se sitúa en la red de los compartimentos del retículo 
endoplasmático y trans-Golgi (Kageyama, 1998), en el endosoma y en la 
membrana celular (Sastradipura, 1994). La catepsina E está presente 
principalmente en células del sistema inmunitario y tiene localización 
limitada con pocos niveles en cerebro o tejido mucoso. Está involucrada en 
patologías como Alzheimer o cáncer de mama (Chou, 2005).  
 
 Cisteín peptidasas. 
 
 Estas peptidasas forman 16 familias diferentes y todas tienen un 
mecanismo catalítico común en el que participa un grupo tiol nucleofílico 
en una tríada catalítica (Kean y cols., 1993). El primer paso es la 
desprotonación de un tiol en el centro activo de la enzima por un 
aminoácido adyacente de cadena básica, usualmente un residuo de 
histidina. El siguiente paso es un ataque nucleofílico por parte del anión 
sulfhidrílo de la cisteína desprotonada sobre un sustrato carbonilo (Lin, 
1996). En este paso, un fragmento del sustrato es liberado con un grupo 
amino terminal. El residuo de histidina de la proteasa es restaurado a su 
forma desprotonada y se forma un producto de la unión del intermediario 
éster tiólico con el nuevo grupo carboxilo terminal. La unión del éster 
tiólico es a continuación hidrolizada para dar sus componentes mientras 
se regenera el grupo carbonilo (Alphey y Hunter, 2006).  
 La mayor parte de estas proteasas son endopeptidasas, aunque 
también hay presente alguna familia de exopeptidasas. Dentro de este 
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una estructura como la anteriormente descrita y que se sitúa en la 
membrana plasmática donde interviene en el procesamiento de antígenos 
(Ewenstein, 1976) y otras, de estructura similar, como las integrantes de la 
familia de las catepsinas. Las catepsinas están involucradas en procesos 
proteolíticos durante el crecimiento, desarrollo y normal funcionamiento 
celular. La catepsina L y K son proteasas lisosomales que en roedores son 
secretadas por las células de Sertoli y actúan conjuntamente en los 
testículos (Anway y cols., 2004).  La catepsina B está presente en los 
lisosomas (Yokota, 1986). 
 Una de las familias de cisteín peptidasas más importantes por su 
función en la muerte celular programada o apoptosis son las caspasas. Las 
caspasas son sintetizadas como precursores (procaspasas) y se convierten 
en enzimas maduras por señales apoptóticas. Las caspasas actúan 
hidrolizando numerosas proteínas localizadas en diferentes 
compartimentos intracelulares. Se clasifican en dos grupos, las caspasas 
iniciadoras y las caspasas efectoras (Shi, 2004). Las caspasas iniciadoras, 
tales como la caspasa 9 en mamíferos, presentan un pro-dominio N-
terminal con más de 90 aminoácidos que es importante para su función. 
Las caspasas efectoras, entre las que se encuentran las caspasas 3 y 7, 
presentan un pro-dominio N-terminal más pequeño de entre 20 y 30 
aminoácidos. Todas las caspasas son sintetizadas por la célula como 
zimógenos catalíticamente inactivos. La activación de las caspasas 
efectoras es llevada a cabo por una caspasa iniciadora a través de un corte 
interno para separar la subunidad pequeña de la grande. Las caspasas 
iniciadoras se activan bajo condiciones apoptóticas, usualmente por 
complejos proteicos; por ejemplo, la caspasa 9 es activada por el 
apoptosoma (Rodríguez y Lazebnik, 1999). Aparecen procaspasas 
localizadas en el citosol y en mitocondrias y alguna como la procaspasa 2 
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 Metalopeptidasas. 
 
 Las metaloproteasas son peptidasas que presentan unido un ión 
metálico, como Zn2+ o Ca2+. El buen funcionamiento de las 
metaloproteasas depende de la unión de estos iones: el zinc se une al 
centro activo coordinando de dos a cuatro cadenas polipeptídicas laterales 
y el calcio se requiere para mantener la estructura conformacional (Pei y 
Kang, 2000). El ión metálico generalmente interactúa con la molécula de 
agua, aumentando su carga negativa necesaria para pasar al estado de 
transición tetraédrica a su vez necesario para promover hidrólisis.  
 Las metaloproteasas son excepcionalmente diversas y se conocen 
25 familias diferentes (Rawlings y Barret, 1993). Estas enzimas son 
capaces de degradar todos los componentes de la matriz extracelular, 
estructura dinámica que presenta un papel crucial en la arquitectura y la 
homeostasis, siendo una pieza clave en la estructura celular (Perez-
Tamayo, 1974). Además,  las metaloproteasas generan neoepítopos de la 
membrana celular, procesan mediadores bioactivos como citoquinas, 
quimoquinas y receptores de la membrana celular y tienen una importante 
función en la metástasis tumoral o en el desarrollo embrionario (Pardo y 
Selman, 2006).   
 Las metaloproteasas son secretadas como zimógenos y requieren 
activación por proteolisis limitada (Rajavashisth y cols., 1999). La mayoría 
de ellas son secretadas al espacio extracelular, pero hay otras que pueden 
encontrarse en el interior de la célula y pueden actuar sobre proteínas 
intracelulares (Limb y cols., 2005). 
 Dentro de las metaloproteasas aparecen la angiotensina que forma 
parte del sistema renina-angiotensina-aldosterona (Duprez, 2006), 
adquiriendo un papel importante en la regulación del volumen sanguíneo y 
en la resistencia sistémica y, consecuentemente, en el control del gasto 
cardíaco y de la presión arterial.  
 Otras metaloproteasas que forman parte de la familia de la 
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mayoritarios del tejido conectivo extracelular, piel, tendones, pared celular 
y huesos (Harper, 1980). 
 Una importante familia de metaloproteasas es la familia de las 
carboxipeptidasas. Estas enzimas liberan aminoácidos de los extremos 
carboxilos de las proteínas. Presentan en su centro activo un residuo de 
serina, cisteína o zinc (Reznik y Fricker, 2001).   
 Las carboxipeptidasas están formadas por 14 miembros conocidos 
hasta el momento en los mamíferos (Huang y cols., 1999). Las 
carboxipeptidasas se pueden encontrar en distintas localizaciones, en 
vesículas secretoras neuroendocrinas, en el plasma, en la red trans-Golgi, 
en la placenta y tejidos embrionarios, en el corazón, en mastocitos y en el 
páncreas exocrino. Algunas de ellas son inactivas. 
 Las carboxipeptidasas también atacan específicamente a los 
sustratos según la acidez/basicidad de los mismos (Gardell, 1988). 
 Dentro de las carboxipeptidasas, se encuentra la subfamilia 
carboxipeptidasa A/B, importante para el desarrollo del presente trabajo 
como veremos más adelante por su localización en las células 
pancreáticas. Todos los miembros de esta subfamilia tienen un peso 
molecular entre 34 y 36 KDa y se presentan como zimógenos inactivos 
(Auld, 19981). Para su activación se requiere eliminar un segmento 
peptídico, en algunos casos por múltiples cortes de endopeptidasas (San 
Segundo, 1982). La función primaria de las tres carboxipeptidasas A y de 
la carboxipeptidasa B es actuar en el intestino junto con la acción de la 
tripsina y la quimotripsina sobre las proteínas ingeridas con la comida. 
Los miembros de esta subfamilia son óptimamente activos en un rango de 
pH neutro, reflejo del pH neutro del ambiente (Auld, 19982; Avilés, 1998).   
 Las carboxipeptidasas A tienen preferencia por residuos básicos a 
pesar de su neutralidad, prefiriendo la A1 pequeños anillos aromáticos y 
cadenas alifáticas, y la A2 bolsillos de triptófano de cadena lateral (Gardell, 
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 La carboxipeptidasa B es óptimamente activa sobre residuos 
básicos, aunque también es capaz de romper algunos aminoácidos no 
básicos (Folk, 1971; Fricker, 1998). 
 
 Serín peptidasas. 
 
 Las serín peptidasas también se denominan serín endopeptidasas 
porque no se conoce ninguna exopeptidasa dentro este grupo (Rawling y 
Barret, 1994) y son una clase de peptidasas que presentan un residuo de 
serina en el centro activo de la enzima. Aparecen cuatro clanes 
mayoritarios, el clan de la quimotripsina, el clan de la subtilisina, el clan 
de la alfa/beta hidrolasa y el clan de las peptidasas de señalización. 
También aparecen dentro de este grupo varias proteínas con ausencia de 
actividad enzimática como la azurocidina, el complejo del complemento III, 
haptoglobinas, apolipoproteína A, el factor de crecimiento hepático y la 
proteína Z. Las serín peptidasas participan en un amplio rango de 
funciones en el organismo, desde su contribución a las enzimas digestivas 
tanto en procariotas como eucariotas, a su participación en la coagulación 
y fibrinolisis (Kini, 2005), en la inmunidad  y en la inflamación (Pham, 
2006).  
 Los miembros del clan de la quimotripsina han sido encontrados 
sólo en animales, a excepción de dos tripsinas de Ascomicetes (Rawlings y 
Barret, 1993). Las peptidasas mejor conocidas de esta familia son la 
quimotripsina, la tripsina y la elastasa. Estas tres enzimas son secretadas  
en forma de zimógenos en las células acinares pancreáticas, llegando al 
intestino delgado donde se activan por la enteroquinasa, siendo 
responsables del catabolismo de las uniones petídicas. Presentan una 
estructura similar y difieren en el tipo de enlace peptídico que rompen de 
una manera específica (Rawlings y Barret, 1994). Cada una de estas serín 
proteasas reconoce diferentes regiones de una cadena polipeptídica, 
situados en los alrededores de los residuos que cortan. 
 La quimotripsina es responsable de la hidrólisis de enlaces 




- 39 - 
la fenilalanina, el triptófano y la tirosina, que se acoplan a un “bolsillo” 
hidrofóbico (Rawlings y Barret, 1994). 
 La tripsina es responsable de la hidrólisis de enlaces peptídicos que 
unen residuos de aminoácidos cargados positivamente. En vez de unirse a 
un bolsillo hidrofóbico, la tripsina presenta un residuo de ácido aspártico 
en la base del bolsillo. Éste puede interactuar con residuos cargados 
positivamente tales como la arginina o lisina (Rawlings y Barret, 1994). 
  La elastasa es responsable de la excisión de enlaces peptídicos que 
unen pequeños aminoácidos neutros como la alanina, la glicina y la valina. 
Estos residuos aminoacídicos están presentes de una manera abundante 
en el tejido conectivo de los músculos. El bolsillo que presentan la tripsina 
y la quimotripsina puede llegar a unir residuos de valina y treonina, 
modificando su estructura tridimensional y permitiendo acomodarse a 
pequeños aminoácidos (Rawlings y Barret, 1994).  
 La combinación de las tres enzimas forma un “equipo” 
increíblemente efectivo en la digestión y son las principales responsables 
de la digestión de las proteínas.  
 
 Glutamil peptidasas 
 
 En este grupo se encuentran unas pocas endopeptidasas, carboxil 
peptidasas de hongos y bacterias. Según su estructura terciaria, se 
asemejan bastante a las serín peptidasas pertenecientes a la familia de la 
subtilisina, solo que en vez de presentar una histidina en su centro activo 
presentan un residuo glutamato (Fujinaga y cols., 2004). Estos péptidos 
actúan a pH ácido, y el ambiente de los carboxilatos contribuye al bajo pH 
óptimo de estas enzimas. 
 
 Treonín peptidasas 
 
 Las treonín peptidasas se caracterizan por presentar una treonina 
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proteasas forman una familia que presenta al menos 14 genes que 
codifican para múltiples subunidades de un complejo proteolítico llamado 
proteasoma. El proteasoma determina el recambio proteico controlando la 
transducción de señales, el procesamiento/presentación de antígenos y la 
regulación del ciclo celular (Mordmuller, 2006). El proteosoma es el 
responsable de la degradación de la mayoría de las proteínas citosólicas; 
estas proteínas deben estar ubiquitinadas para poder ser degradadas por 
el proteasoma (Chai y cols., 1999). 
 
3.2. Implicación de las proteasas y peptidasas en la muerte 
celular y en el desarrollo de la pancreatitis aguda. 
 
 Existen dos tipos principales de muerte celular, como son la 
apoptosis y la necrosis. 
 La apoptosis, también denominada muerte celular programada, es 
necesaria para el desarrollo normal de los tejidos, pero puede darse 
también en situaciones patológicas. Además de disminución de su tamaño 
y de sus orgánulos, otras peculiaridades que sufre una célula apoptótica 
son la condensación de la cromatina, rupturas de su DNA 
intranucleosomal y la translocación de fosfatidil serina desde la cara 
interna de la membrana plasmática hasta la cara externa. La 
fosfatidilserina en la superficie de las células apoptóticas es reconocida por 
macrófagos que van a fagocitarlas, sin producirse liberación del contenido 
celular al tejido y con una mínima inflamación (Pandol y cols., 2007). 
 La necrosis ocurre en situaciones patológicas y representa una 
respuesta celular severa en respuesta a un daño. La necrosis esta asociada 
con disfunción mitocondrial, ruptura de la membrana plasmática y 
liberación del contenido celular al espacio extracelular. En la necrosis se 
produce un menor daño al DNA respecto a la apoptosis (Pandol y cols., 
2007). 
 En la apoptosis se produce la activación de caspasas inciadoras 
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caspasas 3 y 7) y alteraciones mitocondriales como la depolarización, 
permeabilización y liberación de factores (citocromo C). Se piensa que la 
permeabilidad ocurre por la apertura de los poros de permeabilidad 
transitoria. Inhibidores de estos poros (como la ciclosporina A) son capaces 
de prevenir la liberación de citocromo C, inhibiendo la activación de 
caspasas y la apoptosis en células pancreáticas de ratas. La 
colecistoquinina (CCK) a dosis supramáximas, el factor de necrosis 
tumoral (TNF-α) y el lipopolisacárido (LPS) causan apoptosis de las células 
pancreátricas in vitro, y la permeabilidad transitoria esta regulada por 
miembros de la familia Bcl-2 (Bcl-2, BcxL), que la inhiben, asi como y 
otras proteínas (Bax, Bak, Bad, Bid, Bcl-xS) que la aumentan (Gomez y 
cols., 2001;Evans y cols.,  2001). 
 Los mecanismos que controlan la necrosis esta siendo actualmente 
bajo un profundo estudio. En general, esta consensuado que los altos 
niveles intracelulares de adenosin trifosfato (ATP) conducen a la necrosis y 
niveles deplecionados de ATP inducen apoptosis  (Eguchi y cols., 1996; 
Proskuryakov y cols., 2003; Gukowskaya y cols., 2004). De este modo, 
como la mitocondria es la principal fuente productora de ATP, la necrosis 
ocurre cuando el daño mitocondrial produce alteraciones mayores que 
cuando se induce la apoptosis.  
 Existen numerosas investigaciones que relacionan la apoptosis y la 
necrosis con la pancreatitis aguda (Pandol y cols., 2007), por tanto, cabe 
destacar en este apartado el importante papel en la muerte celular que 
representa una familia de cisteín proteasas como las caspasas. 
 Además de las caspasas, otras proteasas han sido involucradas en 
la pancreatitis aguda, y la activación de los zimógenos es clave en su 
evolución. La cisteín proteasa lisosomal más abundante en el páncreas es 
la catepsina B, y se ha demostrado que juega un papel importante tanto en 
la necrosis, como en la apoptosis, en multitud de tipos celulares 
(Gukowskaya y cols., 2004). Su inhibición frena la necrosis pero no la 
apoptosis en modelos experimentales de pancreatitis (Halangk, 2000,  
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 Parece que los efectos de la catepsina B son debidos a su acción 
sobre el tripsinógeno, produciendo la activación de la tripsina  y se ha 
sugerido que durante la necrosis se produce la activación de la tripsina, 
mientras que cuando se induce el mecanismo apoptótico se produce la 
inhibición de su actividad (Pandol, 2006). 
 
4. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR EN 
LA INFLAMACIÓN AGUDA. 
 
 Bajo el término “transducción de señales” se agrupan los 
mecanismos por los cuales estímulos extracelulares que llegan a la 
membrana plasmática de la célula  se convierten en respuestas celulares 
específicas que permiten la adaptación a cambios en el medio externo, así 
como el mantenimiento de la homeostasis. La transducción de una señal 
desde la membrana plasmática y su propagación en el interior celular se 
realiza por activación de distintas proteínas, entre las que podemos 
encontrar quinasas y fosfatasas, organizadas en lo que se conoce como 
“cascadas de señalización”. Estas cascadas pueden ser activadas por una 
gran variedad de estímulos entre los que se incluyen las hormonas, 
factores de crecimiento, citoquinas y agentes que dañan el ADN. La 
organización de las proteín quinasas en cascadas de señalización es 
importante porque permite amplificar, diversificar e integrar las distintas 
señales que recibe la célula. 
 Un aspecto a tener en cuenta es que las células están recibiendo 
constantemente numerosos estímulos de diferente naturaleza, lo que 
implica una multitud de mensajes de distinta índole. Para responder a 
todos estos estímulos las células han desarrollado una manera de 
individualizar y separar la naturaleza de los estímulos activando una vía 
de señalización u otra, aunque en muchas ocasiones esas vías de 
comunicación inevitablemente acaban por entrecruzarse (figura 14) 




















































































































Figura 15.- Principales vías de transducción de diferentes estímulos     














































 La diferenciación e integración de los estímulos es llevada a cabo 
por proteínas receptoras de membrana, entre las que hay que destacar los 
receptores de membrana de la familia de proteínas acopladas a la proteína 
G (GPCR), que poseen dominios proteicos de membrana y dominios extra e 
intracelulares, unidos a la proteína G heterotrimérica que van a participar 
en su activación (figura 15). Dependiendo del tipo de receptor que se active 
funcionará una vía de señalización u otra. 
 
Figura 16.- Representación de uno de los modelos de activación de GPCRs. 












 Aunque las señales que lleguen al interior celular sean de la misma 
naturaleza, pueden no ser de la misma intensidad. La interacción espacio-
temporal de las enzimas componentes de la vía va a estar regulada por la 
homeostasis celular, y pueden tener lugar 4 posibles respuestas, en 
función del estímulo: basal, de frenado, adaptativa y de activación. Este 
mecanismo neutraliza la señal del estímulo y la devuelve hacia el exterior 
en retroalimentación negativa del propio estímulo. Cuanto más intenso es 
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mecanismo y se dispare la activación de la cascada de señalización 
correspondiente (Brandman y Meyer, 2008). 
 Las principales vías de activación implicadas en la inflamación, y 
en concreto en la PA, son las vías de las MAP quinasas, la vía del 
fosfatidilinositol-3-fosfato proteín quinasa (PI3K), el transductor de la señal 
de la quinasa Janus (JAK-STAT) y la ruta de activación del factor nuclear 
kappa B (NFκB) (figura 15). 
 El final de todas la vías de señalización es la activación o represión 
de factores de transcripción que van a mediar en la inducción o represión 
génica de las enzimas necesarias para realizar la orden. Entre los 
principales factores de transcripción se encuentran, NFκB, C-MYC, y el 
factor activador de la proliferación peroxisomal 1 (AP-1), los tres son redox- 
sensitivos y mediadores de procesos inflamatorios (De Nigris y cols., 2001).  
 
4.1. Proteín quinasas activadas por mitógenos, MAP quinasas 
 (MAPK). 
 
 Las MAP quinasas son las más antiguas y mejor conservadas vías 
de señalización y son cruciales en la respuesta inmune. Son una familia de 
enzimas que forman una red integrada para llevar a cabo funciones 
celulares de control de diferenciación, proliferación y muerte celular 
(Turjanski y cols., 2001). El hecho de que las MAP quinasas sean activadas 
rápidamente en procesos inflamatorios ha conducido a considerarlas como 
posibles dianas para el tratamiento de patologías de origen inflamatorio, 
entre ellas la PA (Pereda y cols., 2004; Samuel y cols., 2008).  
 Se distinguen tres grandes grupos de cascadas reguladoras de 
MAP quinasas en humanos que conducen a modificar la expresión génica. 
Estas tres familias son la familia de ERK 1/2 (quinasa regulada por 
señales extracelulares), la familia de JNK (quinasa N-terminal de jun) y la 
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 MKKK → MAP quinasaquinasa quinasa. 
 MKK    → MAP quinasa quinasa. 
 
 
4.1.1. ERK 1/2. 
 
 La familia de ERK 1/2 (quinasa regulada por señales 
extracelulares), fue la primera en ser caracterizada, siendo un mediador 
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el crecimiento, la proliferación y la supervivencia. Hay dos isoformas de 
ERK que se expresan ubícuamente, ERK 1 y ERK 2. En ocasiones se las 
denomina MAP quinasas p42/p44 en función de su tamaño molecular 
(Boulton y cols., 1991).  
 La cascada de señalización de ERK 1/2 es activada por una amplia 
variedad de receptores (receptor de tirosín quinasas, integrinas, canales 
iónicos, etc) que responden a diferentes estímulos como factores de 
crecimiento, hormonas y otros. Los componentes específicos de esta 
cascada varían según el estímulo, pero normalmente incluyen un 
adaptador (Shc, GRB2, etc.) que une el receptor a un factor cambiador de 
nucleótidos de guanina (Sos, C3G, etc), que a su vez transduce la señal a 
proteínas de unión a GTP (Ras, Rap1). Estas activan el esqueleto principal 
de la vía, las MAPKKKs o MEKKs (por ejemplo Raf), que a su vez activan a 
las MAPKKs o MEKs (por ejemplo MEK 1/2) y que finalmente activan a las 
MAPK (como ERK 1/2). Las quinasas ERKs pueden activar a diferentes 
factores de transcripción que regulan la expresión génica, tales como son 
ELK-1, ETS-2, C/EBP-β, c-FOS, c-MYC, c-JUN, ATF-2, etc. (figura 17) 
(Sawe y cols., 2008). 
 Aunque inicialmente se pensó que el papel de ERK 1/2 se 
restringía al crecimiento celular y a la proliferación, parece claro que 
muchos procesos inflamatorios están relacionados con la activación de 
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4.1.2.  JNK. 
 
 La familia de quinasas de la vía JNK se activa por diferentes 
estímulos entre los que se encuentran factores ambientales (radiación 
ultravioleta o gamma), patógenos (virus de doble cadena), citoquinas 
inflamatorias (TNF-α, IL-1), o factores de crecimiento (Weston y Davis, 
2007). 
 La señal se transduce a través de una cascada iniciada por los 
miembros de la familia Rho (Rac, Rho, cdc42), que a su vez activan a una 
de las decenas de MAPKKKs, normalmente MEKK1/4, aunque no se 
conoce exactamente la relevancia de cada quinasa en la transducción de 
cada estímulo. De forma secuencial se fosforilan y activan las MAPKKs, 
siendo la MAPKK 7 la activada cuando el estímulo es por citoquinas 
proinflamatorias, mientras que son tanto MAPKK 4 y MAPKK 7 las que se 
activan en respuesta a elementos ambientales. Finalmente las quinasas 
JNK (de las que se han descrito tres isoformas JNK 1, JNK 2, JNK 3) son 
activadas y se translocan al núcleo donde regulan la actividad de 
diferentes factores de transcripción tales como c-JUN, ATF-2, ELK-1 o p53 
que, en definitiva dirigen la respuesta celular de crecimiento, 
diferenciación y apoptosis (figura 18) (Kyriakis, 2001). Respecto a procesos 
nosológicos, JNK tiene un papel importante en la obesidad crónica, donde 
se ha visto que aparece activa de manera latente favoreciendo la 
resistencia a la insulina a través de la regulación de la acumulación de 
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4.1.3.  p38. 
 
 Los miembros de la familia de las MAP quinasas p38 son activadas 
por una gran variedad de factores ambientales (rayos ultravioleta, hipoxia, 
etc), patógenos (estafilococos, virus herpes simple 1, enterotoxina B, etc), 
citoquinas inflamatorias (IL-1, TNF-α) y factores de crecimiento 
(eritropoyetina, factor de estimulación de colonias de macrófagos). Esta 
familia de quinasas regula diferentes respuestas celulares como 
inflamación, crecimiento y muerte celular (Ashwell, 2006). Existen 4 
isoformas de p38 (α, β, δ y γ), pero en la mayoría de las células 
inflamatorias la forma alfa es la que predominantemente está activada 
(Ono y Han, 2000). 
 Como en la ruta anterior, el componente próximo a la membrana 
es una MAPKKK (TAK1) que es activada por estímulos apoptóticos y 
citoquinas inflamatorias. Así pues, TAK1 fosforila y puede activar a una de 
las MAPKK 3,4 ó 6 y estas MAPKKs transducen la señal a la MAPK p38 
Finalmente la MAPK p38 activa la síntesis de diferentes genes que 
codifican para citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β, etc), enzimas 
intracelulares (COX-2, NOS-2) o moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1 
mediante la activación de diferentes factores de transcripción como NFkB, 
ATF-2, STAT-1, MEF-2, ELK-1, C/EBPβ, CREB, ATF-1 o SRF (figura 19) 
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4.1.4. Interacciones entre las MAP quinasas. 
 
 A pesar de que las MAP quinasas generalmente actúan como 
módulos de señalización autónomos, existen interacciones entre las 
diferentes vías descritas. Se localizan a dos niveles diferentes: activadores 
por encima de las MAP quinasas e inactivadores por debajo de las mismas. 
El ejemplo más destacado es la GTPasa p21 Rac, que es activada por 
varios mediadores de inflamación, en concreto por el factor estimulador de 
colonias 1 y por el TNF-α (Peppelenbosch y cols., 1999). Rac activa la 
quinasa MEK p65 PAK al menos en células mieloides y linfoides (Blume-
Jensen y Hunter, 2001), que secuencialmente activa MKK3, 4, 6 y 7. Así, 
es responsable de la activación simultánea de p38 y de JNK, característica 
general observada en la mayoría de las reacciones proinflamatorias 
(Minden y cols., 1995). Además, por debajo del alcance de las MAP 
quinasas existen también interacciones cruzadas. Cuando se activan las 
MAP quinasas, se puede producir la activación de las llamadas fosfatasas 
de especificidad dual (DSP) u otras fosfatasas, que desfosforilan las MAP 
quinasas y restringen su acción a un corto periodo de tiempo. Puesto que 
la especificidad de estas fosfatasas es limitada, la activación de una MAP 
quinasa puede resultar en la desactivación de otras MAP quinasas. Así, se 
pueden por un lado activar varias MAP quinasas simultáneamente, o 
inhibirse una por la activación de otra, y de estos dos procesos 
predominará uno dependiendo como es lógico, del contexto celular en que 
suceda. 
 
4.2. Regulación de la señalización por fosforilación reversible. 
Fosfatasas y modulación de las MAPK. 
 
 La activación de las MAPK por fosforilación es reversible y es 
frenada por la acción de las fosfatasas. Por  la regulación que las MAPK 
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presentan un papel muy importante en la regulación negativa de la 
respuesta celular (Hunter y cols., 1995).  Se conocen alrededor de 518 
proteín quinasas, pero sólo 140 fosfatasas (Arena y cols., 2005). Sin 
embargo, la desfosforilación está mucho más activa que la fosforilación en 
condiciones normales. 
 Según los residuos que defosforilen, existen dos grandes grupos, 
las serín/treonín fosfatasas (PPPs), que desfosforilan residuos de serina o 
treonina, y las tirosín fosfatasas (PTPs), que desfosforilan residuos de 
tirosina. Dentro de las tirosín fosfasas están incluidas las fosfatasas de 
especificidad dual (DSP), que son capaces de desfosforilar residuos de 
tirosina y de treonina (Camps y cols., 2000). La fosfatasas también se 
distinguen por las moléculas que inhiben su acción, así por ejemplo el 
fluoruro sódico (NaF) es inhibidor específico de serín/treonín fosfatasas 
(Oliver y cols., 1998), mientras que el vanadato es inhibidor específico de 
tirosín fosfatasas (Burke y cols., 1998). 
 
4.2.1. Serín/treonín fosfatasas (PPPs). 
 
 Este grupo está formado por cuatro tipos de metaloproteínas que 
se clasifican en dos familias: PPP formada por la PP1, PP2A y PP2B, 
también conocida como calcineurina, y la familia PPM formada por la 
PP2C. La PP1, PP2A, y PP2B se forman por asociación de varías 
subunidades mientras que la PP2C es una proteína monomérica. También 
se diferencian por la preferencia de sustrato, la necesidad de cationes 
metálicos y la sensibilidad a diferentes inhibidores (Cohen, 1989). Las 
PPPs están involucradas en procesos tan importantes como el control del 
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 Proteín fosfatasas de tipo 1 (PP1). 
 
 Las PP1 desfosforilan preferentemente la subunidad β de la 
fosforilasa quinasa y necesitan la presencia de manganeso para ser activas 
(Zhang y cols, 1998). Comparte inhibidores específicos con la PP2A, como 
el NaF, la microcistina y el ácido okadaico (Campos y cols., 1996) y en 
estudios con estos inhibidores han revelado que son las PPPs más activas 
en extractos celulares (Wang y cols., 2008). También es inhibida por la 
actividad de unos polipéptidos denominados inhibidor 1 y 2. La inhibición 
de la PP1 por el inhibidor 1 es dependiente de AMPc. (Huang y cols., 2005). 
Se sabe que la PP1 participa en procesos biológicos como la fertilidad 
varonil ya que regulan la movilidad de los espermatozoides mediada por el 
AMPc (Han, 2007).  
 
 Proteín fosfatasas de tipo 2 (PP2). 
 
 Las PP2 se diferencian de las anteriores porque desfosforilan 
preferentemente la subunidad α de la fosforilasa quinasa y por no 
responder a los inhibidores 1 y 2. Los tres tipos de PP2 se diferencian 
entre sí por los cationes divalentes que requieren.  
 La subfamilia PP2A está compuesta por dos subunidades 
reguladoras A y B y una catalítica, la C. Existen diferentes isoformas que 
presentan variaciones de sus subunidades. La subunidad A es miembro de 
la familia proteica HEAT (huntington elongation-A-subunit.TOR), y regula la 
formación del complejo. Cuando la subunidad A se une a la C, presenta 
actividad catalítica incluso en ausencia de la B. Las secuencias de las 
subunidades A y C aparecen muy conservadas en eucariotas, mientras que 
la subunidad B es más heterogénea y se cree que puede ser clave del 
control sobre su localización y especificidad de las diferentes holoenzimas. 
Las células eucariotas expresan cuatro clases de subunidades B, PR55, 
B56/PR61, PR72 y PR93/PR110, apareciendo al menos 16 miembros entre 
esta subfamilia. Además, la asociación y actividad de la PP2A está 
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presencia de manganeso (Xing y cols., 2006); el AMPc aumenta su 
actividad (Hong y cols, 2008).   
 La PP2A presenta propiedades antiapoptóticas (Lires-Deán y cols, 
2008), aunque regula la fosforilación de proteínas antiapoptóticas, como 
Bcl-2 (Pérez Galán y cols., 2008) y proapoptóticas FOXO I (Yan y cols., 
2008) y puede tener relación con el control que tiene sobre los niveles de 
calcio  y  potasio. Se ha descrito que la PP2A junto la proteín quinasa II 
Ca2+/calmodulina dependiente (CaMPKII) regula las bombas de K+/Ca2+ 
(Imig y cols., 2008). También se ha publicado recientemente que la PP2A 
podría estar involucrada en el aumento de la producción de NO en 
neuronas hipotalámicas, producido por activación de la nNOS inducida 
por un aumento del Ca2+ y por la desfosforilación de la propia nNOS (Xu y 
Krukoff, 2007).  
 La subfamilia PP2B, o calcineurina, es dependiente del complejo  
Ca2+/calmodulina (Klee y cols., 1998) y en mamíferos regula diferentes 
procesos inmunológicos como la activación de las células T y la producción 
de citoquinas (Boleslawski y cols., 2004), la quimiotaxis de neutrófilos 
(Lawson y Maxfield, 1995), la apoptosis (Wang y cols., 1999), la hipertrofia 
cardiaca (Molketin y cols., 1998), la memoria (Mansuy y cols., 1998) y la 
angiogénesis (Graef y cols., 2001). Todas estas funciones fisiológicas las 
realiza por la regulación de factores transcripcionales de la familia NFAT 
(factor nuclear de células T activadas) (Walczak-Drzewiecka, 2008). La 
calcineurina es inhibida por drogas inmunosupresoras como la 
ciclosporina y  la FK506 (Neye, 2004) 
 La subfamilia PP2C engloba isoformas monoméricas de unos 
42KDa, que muestran especificidad de sustrato y son dependientes de los 
cationes divalentes manganeso o magnesio. Se conocen varias isoenzimas 
en mamíferos, la PP2C α, β, γ, δ y ε y actúan en respuesta al estrés celular  
(Das y cols, 1996). También participan modulando varias vías de 
señalización como la de TNFα-ASK1-JNK, que se inactiva por la PP2Cε y se 
activa por acción de la PP2Cγ y participa en la estimulación de la apoptosis 
o la de Integrina-ILK-GSK3β-β−catenin que participa en la proliferación 
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respuesta al estrés celular y participa en la regulación del ciclo celular y la 
apoptosis (Das y cols, 1996). 
 Estructuralmente, la PP2C no está muy relacionada con las PPPs; 
sin embargo, presenta una extraordinaria similitud con la subunidad 
catalítica de la fosfatasa de la piruvato deshidrogenasa (PDPC), que 
cataliza la desfosforilación y reactivación de la subunidad α del complejo 
de la piruvato deshidrogenasa (Lawson y cols., 1993). La PDPC es una 
enzima mitocondrial y como la PP2C es manganeso dependiente. 
 
4.2.2. Tirosín fosfatasas (PTPs). 
 
 Hasta los años ochenta, sólo se conocía la fosforilación de residuos 
de serina y treonina. Sin embargo, la fosforilación de residuos de tirosina 
empezó a tomarse en cuenta desde que se describió en el sarcoma de Rous 
producida por la tirosín quinasa v-Src, siendo la fosforilación de los 
residuos de tirosina entre un 0,01-0,05% de la fosforilación total (Walton y 
Dixon, 1993). La fosforilación de residuos de tirosina es clave en la 
regulación de la transducción de señales durante numerosas funciones de 
la célula eucariota, incluyendo activación, progresión celular, movimiento 
celular, cambios estructurales, apoptosis, diferenciación y homeostasis 
(Chiarugi, 2005). In vivo la fosforilación de tirosinas es reversible y 
dinámica; los estados de fosforilación están gobernados por la acción 
opuesta de las proteín tirosín quinasas, PTKs, y las PTPs. 
 Las ROS actúan como segundos mensajeros en muchos procesos 
celulares como las cascadas de MAP quinasas, expresión génica, 
regulación, proliferación y senescencia. El estrés oxidativo también modula 
la fosforilación de tirosinas. La oxidación transitoria de los tioles de las 
PTPs conduce a su inactivación por la formación de puentes disulfuros 
intramoleculares o por la formación de sulfoamidas, inversamente a lo que 
ocurre en la oxidación de las PTKs, que las conduce a su activación 
directamente por modificaciones de los tioles, e indirectamente por la 
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 Se han descubierto más de 200 PTPs y todas presentan 
conservado el motivo CX5R también conocido como P-loop porque es de 
unión al fosfato (Tabernero y cols., 2008). Se han descrito la presencia de 
PTPs de membrana y citoplasmáticas (figura 20). 
 Las tirosín fosfatasas citoplamáticas también llamadas solubles o 
no receptoras presentan una alta modulación y, además del dominio P-
loop, presentan otros dominios claves en la señalización celular, regulando 
la actividad enzimática o el reclutamiento específico de ligandos (Alonso y 
cols., 2004). Dentro de este grupo se puede destacar la PTP1B, que se 
localiza en el citoplasma pero migra al retículo endoplasmático (Frangioni y 
cols., 1992) y está involucrada en la regulación negativa de MAPK o en  el 
metabolismo de la glucosa, la resistencia a la insulina y el control del peso 
corporal, probablemente regulando negativamente la vía de las leptinas 
(Koren y Fantus, 2007). En la actualidad se investiga como una posible 
diana para el tratamiento de la obesidad (Koren y Fantus, 2007). Otras 
PTPs solubles son la SHP1 (Src homology 1) que regula la señalización de 
células hematopoyéticas y el metabolismo de la glucosa (Dubois y cols., 
2006), la SHP2 (Src homology 2) que aunque estructuralmente es similar a 
la SHP-1 difiere en la especificidad de sustrato (Xu y cols., 2002) y entre 
sus funciones está la de regular la actividad de la familia SRC quinasa y la 
activación de Ras/ERK  (Zhang y cols., 2004); la PTP1C que aparece en 
plaquetas, presenta una elevada homología con la SHP-2 y podría estar 
modulada por la endotelina-1 (Catalán y cols., 1997). Finalmente otras 
PTPs son la HePTP, PTPRR y STEP, que pertenecen a un grupo de PTPs 
solubles que presentan un dominio denominado KIM que participa en la 
desfosforilación ERK 2 (Tabernero y cols., 2008). 
 Existen unas 38 tirosín fosfatasas de membrana, de las cuales 21 
son receptores de membrana tipo I (Alonso y cols., 2004) que antes de 
atribuírseles ningún sustrato se denominaron como receptores de PTPs 
(RPTPs) (Hunter y cols., 1989). Típicamente, una RPTP presenta la región 
N-terminal extracelular y su longitud varía entre 100 y más de 1000 
aminoácidos, con un solo dominio de membrana y uno o dos dominios 
catalíticos intracelulares altamente conservados con otras PTPs (Tonks y 
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señalización a través de la membrana plasmática, empezando por la unión 
a ligandos extracelulares (Tonks y cols., 2006).  
 A pesar de numerosos esfuerzos durante las últimas dos décadas, 
se conocen pocos de sus ligandos extracelulares, como proteoglicanos de 
tipo heparán sulfato que une RPTPs de  tipo IIIa (Aricescu y cols., 2002) o 
agrín y colágeno XVIII que se une a  su homóloga RPTPσ aviar (Aricescu y 
cols., 2002). 
 Cabe destacar dentro de este grupo la tirosín fosfatasa CD45, que 
aparece de manera muy abundante en los linfocitos T, regulando su 
señalización y la respuesta inmune (Zamoyska, 2007). 
 
4.2.3. Fosfatasas de especificidad dual (DSPs). 
 
 Las DSPs se consideran una familia dentro de las tirosín fosfatasas 
y se caracterizan por regular negativamente las vías de las MAPK; por eso 
también se denominan MKPs (MAPK phosphatases) (figura 21). La primera 
DSP identificada en mamíferos correspondía al gen temprano 3ch134 y 
luego se describió su ortólogo humano cl-100 o mkp-1, que se induce 
rápidamente después de la exposición a factores de crecimiento, a estrés 
oxidativo, o a proteínas de shock térmico (HSP) (Noguchi y cols., 1993). Las 
DSP, además de su especificidad por las distintas MAPK (ver tabla 2), 
difieren en su localización tisular. Así por ejemplo PAC1 es muy abundante 
en células hematopoyéticas, hVH-5 en cerebro, MKP 4 se detecta sólo en 
placenta e hígado embrionario, y MKP-5 sólo en hígado y músculo 
esquelético (Camps y cols., 2000). También presentan distinta localización 
subcelular: la MKP-1, PAC-1, hVH2 o MKP-2 y la hVH3 o B23 se localizan 
en el núcleo, mientras que la PYST1 o MKP-3  aparece exclusivamente en 
el citosol (Camps y cols., 2000). La MKP-4 puede aparecer tanto en el 
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4.3. Papel de las MAP quinasas y fosfatasas en la pancreatitis 
aguda. 
 
 Entre otros estímulos, la activación de las tres principales MAPK 
(ERK 1/2, JNK y P38) puede inducirse por ROS (Dabrowski y cols., 2000), 
o por diferentes secretagogos como la bombesina, el carbacol, o la 
colecistoquinina (CCK), (Dabrowski y cols., 1996; Duan y cols., 1995; 
Schafer y cols., 1998; Williams y cols., 2002; Sans y cols., 2004). El factor 
de crecimiento transformante beta (TGF-β) también activa ERK y  p38, 
pero no JNK (Simeone y cols., 2001).  
 En la pancreatitis aguda inducida por ceruleína, análogo de la 
CCK, se ha descrito una activación de todas las MAP quinasas, siendo 
especialmente rápida e intensa la activación de p38. Existe activación 
basal de p38 y de ERK, pero no de JNK que se activa con dosis mayores de 
ceruleína y más tenuemente (Wagner y cols., 1999). Incluso se ha llegado a 
proponer a JNK como marcador de pancreatitis inducida por 
hiperestimulación del páncreas (Grady y cols., 1996).  
 También nuestro grupo ha observado la activación de las tres 
MAPK en el modelo de pancreatitis aguda necrótica, inducida por 
taurocolato sódico 3,5% (Pereda y cols., 2004). 
 En la patología pulmonar asociada a la pancreatitis, se ha 
demostrado que p38 tiene un papel importante en la inducción de TNF-α y 
en el daño pulmonar. Así, tras la administración de CNI-1493 (inhibidor de 
la activación de macrófagos) a los animales con pancreatitis inducida por 
infusión retrógrada de sales biliares se inhibe la fosforilación de p38 y la 
secreción de TNF-α en pulmón. Ambos efectos se acompañan de un menor 
daño pulmonar y de un menor infiltrado inflamatorio (Yang y cols., 1999). 
 Hasta principios de esta década, se prestaba atención a la 
activación de las MAPK en el páncreas y en la pancreatitis, pero sin tener 
en cuenta su regulación por las fosfatasas. El grupo de Wagner fue de los 
primeros que estudiaron el papel de las MKPs durante la pancreatitis 
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de MKP-5 eran codificadas por genes de respuesta temprana y su 
expresión cambiaba de nula a muy elevada de manera muy rápida en la 
pancreatitis aguda. Utilizando un inhibidor de MKP-1 se aumentó la 
actividad de JNK pero no de p38 ni de ERK, demostrando así la inhibición 
que MKP-1 realiza sobre JNK (Höfken y cols., 2000). No obstante, a pesar 
de que las MKPs actúan específicamente sobre las MAPKs, no son las 
únicas fosfatasas que actúan inhibiendo a las MAPK, ya que tanto PPPs 
como PTPs han sido relacionadas con la regulación de MAPK.  Así por 
ejemplo, está descrito que PP1 defosforila JNK (Brichese y cols., 2004) y 
que la HePTP y la PP2A desfosforilan ERK 2 (Zhou y cols., 2002). También 
se ha publicado que la calcineurina regula ERK (Ikeda y cols., 2006) y p38 
(Muroi y cols., 2004). Las MAPK, además, interaccionan con PTPs de 
membrana como CD45 (Arimura y cols., 2001). 
 El papel que juegan las fosfatasas en la pancreatitis es realmente 
complejo. La inhibición de la actividad de las PTPs participa en la 
formación del edema en el páncreas durante la PA (Schnekenburger y 
cols., 2005) y el bloqueo de CD45 parece mediar la inducción de TNF-α (De 
Dios y cols., 2006). Por otro lado, la estimulación de las MKPs y de las 
PTPs SHP-1 y SHP-2 ocurre tempranamente en el transcurso de la PA 
(Höfken y cols., 2000).  
 
5. REGULACIÓN EPIGENÉTICA DE LA CASCADA 
INFLAMATORIA. 
  
 En los últimos tiempos, el conocimiento de los mecanismos 
moleculares epigenéticos de la regulación génica se ha erigido como un 
campo de investigación de gran potencial cuyo desarrollo puede conducir a 
la aparición de nuevas estrategias terapéuticas para paliar ciertos procesos 
patológicos. 
 La epigenética estudia los cambios reversibles en el ADN o las 
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producen cambios en su expresión. Incluye todos aquellos grupos 
químicos (metil, acetil o fosfato) o proteínas (ubiquitina o SUMO) que se 
unen al ADN o a las histonas, dando lugar a metilaciones, acetilaciones, 
fosforilaciones, ubiquitinaciones y sumoilaciones. Estas modificaciones en 
el ADN o en las histonas intervienen en procesos importantes como la 
diferenciación celular, el desarrollo embrionario, la inestabilidad genómica 
y el cáncer. Los principales mecanismos de regulación epigenética son la 
metilación del ADN, la modificación de las colas N-terminal de las histonas 
(el denominado código de histonas) y la remodelación de la estructura de la 
cromatina. 
 Las histonas son las proteínas responsables del empaquetamiento 
del ADN (juntos forman los nucleosomas) y componen alrededor de la 
mitad de la masa de la cromatina. Las histonas contienen una gran 
cantidad de residuos cargados positivamente (Arg y Lys) y se unen 
iónicamente a los grupos fosfato del ADN cargados negativamente. Las 
histonas participan en la activación génica controlando la accesibilidad al 
ADN.  
 Las modificaciones sufridas por las histonas son un proceso 
multifacético que juega un papel crítico y dinámico en la regulación de la 
expresión génica. Es un proceso dirigido por distintos complejos 
enzimáticos. La metilación de las histonas es llevada a cabo por las 
histona metiltransferasas (HMTs) en una reacción que usa S-
adenosilmetionina como sustrato (SAM) y produce S-adenosilhomocisteína 
(SAH), relacionando al GSH con el control de modificaciones epigenéticas 
al ser un factor limitante en la disponibilidad de SAM (Hitchler y Domann, 
2007).  La acetilación de las histonas es realizada por las histona acetil 
transferasas (HATs) y es dependiente de la acetil Coenzima A (AcCoA). 
Ambos tipos de modificaciones pueden ser revertidas por las histona 
dimetilasas (HDMTs) y las histona deacetilasas (HDACs) respectivamente 
(Hitchler y Domann, 2007). 
 La acetilación de histonas suele ocurrir en residuos de lisina de las 
histonas H3 y H4 y está asociada generalmente a la activación génica, 
mientras que la deacetilación ocasionada por las HDACs suele originar el 
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transcripcionalmente activos suelen tener en sus regiones reguladoras una 
abundante acetilación de la histona H3 en su lisina número 9 (H3K9ac) 
como señal activadora de la transcripción, aunque muchos otros residuos 
están asimismo implicados en la regulación de la transcripción (Hitchler y 
Domann, 2007). 
 Las HMTs pueden metilar lisinas y argininas de las colas de 
histonas y pueden causar tanto activación como represión génica, 
dependiendo de los residuos aminoacídicos metilados. Así, la metilación de 
la lisina número 4 de la H3 (H3K4me) está asociada con la activación 
trancripcional, mientras que la metilación de la lisina 9 de la H3 (H3K9me) 
está asociada con un efecto represor (Hitchler y Domann, 2007). 
 Estos complejos enzimáticos también actúan en conjunto, 
cooperando en el silenciamiento o en la activación de la expresión génica. 
Por ejemplo, las HDACs pueden eliminar grupos acetilos de la H3K9 
facilitando su metilación por HMTs para iniciar la formación de la 
heterocromatina y la inhibición de la transcripción génica (Hitchler y 
Domann, 2007). 
 Hasta la fecha, no se han llevado a cabo demasiados trabajos sobre 
los procesos epigenéticos que acontecen en la pancreatitis aguda. En 
2007, nuestro grupo de investigación estudió el complejo y ordenado perfil 
temporal de expresión de los genes proinflamatorios más importantes 
relacionados en el inicio de la PA inducida por taurocolato en ratas 
(Sandoval y cols., 2007). Se analizaron mecanismos epigenéticos de 
regulación en tres genes modelo, egr-1, factor de transcripción de 
respuesta temprana a factores de estrés y citoquinas (Chen y cols., 2003), 
el factor de adhesión molecular 1 (icam-1), que es un gen de respuesta 
tardía, y tnf-α. Se observó la intervención de diferentes factores de 
transcripción proinflamatorios (ATF-2, NF-κB, C/EBPβ o SP1), la unión de 
los complejos HAT (CBP), la liberación de complejos HDAC (SIN3A-HDAC1-
HDAC2) y la modificación de residuos específicos de histonas (H3K9ac, 
H3K14ac, H4K5ac y H3K4me3) (Sandoval y cols., 2007).  Además se puso 
de manifiesto que egr1 es rápidamente sobreexpresado en páncreas; su 
ARNm aumenta más de 20 veces por análisis de RT-PCR, después de la 
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aumentan mucho menos en ratas con PA necrótica tratadas con 
pentoxifilina. Lo mismo ocurría con la expresión de los genes tardíos icam-
1 e inos-2, su ARNm se incrementaba marcadamente con el transcurso de 
la pancreatitis y los niveles de sus ARNm prácticamente no aumentaban 
con el tratamiento con pentoxifilina (Sandoval y cols., 2007). 
 
6. MODULACIÓN DE LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA MEDIANTE PENTOXIFILINA. 
 
 La pentoxifilina es un fármaco vasodilatador que relaja los vasos 
sanguíneos e impide la agregación plaquetaria, ya que aumenta y potencia 
el efecto de las prostaciclinas (Schermuly y cols., 2001) y reduce la 
viscosidad de la sangre, facilitando la circulación de la sangre por los 
tejidos (Gül y cols., 2008). Terapéuticamente se administra para tratar 
procesos isquémicos como accidentes cerebrovasculares o trastornos de la 
vascularidad periférica (Frampton y cols., 1995). Fue el primer fármaco 
aprobado en EE.UU. para el tratamiento de la enfermedad arterial 
periférica oclusiva (Spittel y cols, 1985).   
 Estructuralmente, la pentoxifilina es un alcaloide purínico 
derivado de la metilxantina (figura 22) y desde hace tiempo se conocen 
algunos de sus efectos, como la inhibición de la producción de las 
citoquinas proinflamatorias TNF-α e IL-2 (Zabel y cols., 1993) y la actividad 
fosfodiesterasa (Coimbra y cols., 2004). 
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 Como consecuencia de la inhibición en la producción de citoquinas, 
la pentoxifilina también previene el aumento de la adhesión leucocitaria y 
disminuye la formación de anión superóxido y peróxido de hidrógeno (Gül 
y cols., 2008), por lo que es considerada como un agente anti-inflamatorio. 
También mejora procesos hemorrágicos y sepsis (De Campos y cols., 2008) 
y se ha descrito que disminuye la mortalidad en la sepsis neonatal (Haque 
y Mohan, 2003). 
 En cuanto a la pancreatitis aguda, el fracaso con los tratamientos 
previos dirigidos a inactivar la autodigestión pancreática y la implicación 
de una respuesta exagerada e incontrolada del sistema inmunológico, con 
una excesiva activación de los neutrófilos y una intensa producción de 
citoquinas proinflamatorias, dieron lugar a nuevas estrategias en el 
tratamiento de esta enfermedad intentando controlar el síndrome de 
respuesta inflamatoria sistémica que se produce en el contexto de la PA 
grave.  
 Siguiendo esta hipótesis, se han probado múltiples antioxidantes 
como n-acetilcisteína, selenio y vitamina C y aunque hay numeross 
evidencias que indican una disminución de los niveles sanguíneos de 
antioxidantes durante la pancreatitis y que la suplementación con 
antioxidantes puede prevenir esa disminución, clínica y 
experimentalmente no se han observado beneficios considerables en la 
disfunción orgánica o en la muerte por PA (Johnson, 2007).  
 También se ha intentado el tratamiento de la PA con anticuerpos 
específicos para citoquinas proinflamatorias (Norman y cols, 
1996; Dinarello y cols., 1993; Osman y cols., 19981), el fusidato sódico 
(Osman y cols., 19982), con inmunomoduladores no específicos (como 
corticoides o el levamisol) (Gloor y cols., 2001 Widdison y cols., 1992), y 
con el uso de antagonistas de PAF (como BB-882 y lexipafant) (Formela y 
cols., 1994; Kuby, 1994), entre otros. 
 Las propiedades anti-inflamatorias de la pentoxifilina se llevan  
probando en modelos animales de pancreatitis aguda desde hace dos 
décadas (Lupal'tsev, 1988) y en muchos trabajos se ha visto que tiene 
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necrótica (Zaporozhchenko, 2005; De Campos y cols., 2008; Eşrefoğlu y 
cols, 2008; Gül y cols., 2008), aunque el consenso entre los investigadores 
no es completo (Bassi y cols., 1994). 
 Nuestro grupo de investigación también lleva utilizando la 
pentoxifilina desde hace tiempo in vivo en los modelos de PA severa 
inducida por taurocolato y en la PA leve inducida por ceruleína. En el año 
2000, describimos que en la PA inducida por ceruleína la pentoxifilina 
reducía el edema intersticial, el infiltrado inflamatorio y la producción de 
TNF-α, evitaba el aumento de NO y producía una prevención parcial en la 
depleción de GSH (Gomez-Cambronero y cols., 2000). La pentoxifilina 
también producía la disminución de TNF-α y su receptor soluble TNFR1 
(Granell y cols, 2004). 
 En un estudio posterior confirmamos el efecto de la pentoxifilina 
sobre el TNF-α en el modelo de PA inducida por taurocolato y observamos 
que disminuía la ascitis de forma paralela a la disminución de la 
infiltración polimorfonuclear y de la actividad de la enzima 
mieloperoxidasa (MPO) en pulmón. El oxipurinol también disminuía el 
infiltrado polimorfonuclear y  la actividad de la MPO. Ambos tratamientos 
reducían la fosforilación de las MAPK, la pentoxifilina actuaba sobre ERK y 
JNK, y el oxipurinol sobre p38 (Pereda y cols., 2004). 
 En el mismo trabajo describimos que la administración conjunta 
del oxipurinol y de la pentoxifilina tenía efectos mayores que cuando se 
administraban por separado sobre el infiltrado inflamatorio y la ascitis, e 
histológicamente provocaba gran reducción de la inflamación y el daño 
tisular. El co-tratamiento también reducía significativamente la 
mortalidad. Estos efectos beneficiosos del co-tratamiento se atribuyeron a 
la inhibición simultánea de las tres MAPK (Pereda y cols., 2004).
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Los objetivos que planteamos en la presente Tesis Doctoral, 




1. Estudiar los mecanismos moleculares implicados en la 
depleción de glutatión en la pancreatitis aguda. 
 
1.1.   Estudiar el papel de la glutamato cisteína ligasa en la depleción de 
glutatión en páncreas durante la pancreatitis aguda. 
1.2.  Investigar la degradación del glutatión en páncreas en el curso de la 
pancreatitis aguda y las enzimas implicadas en el proceso. 
 
2. Estudiar los mecanismos moleculares implicados en la 
inducción de la cascada inflamatoria en la pancreatitis 
aguda. 
 
2.1.  Determinar los cambios en la actividad de las proteín fosfatasas en 
páncreas durante la pancreatitis aguda.  
2.2.  Determinar el mecanismo implicado en la modulación de la cascada 
inflamatoria en la pancreatitis aguda mediante la pentoxifilina. 
      
 
 



















                  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  
 - 73 -
1. MATERIALES.  
 
1.1. Animales de experimentación. 
 
 Los animales de experimentación utilizados fueron ratas Wistar 
macho jóvenes de 250 a 350 g de peso corporal para la pancreatitis aguda 
necrótica experimental inducida con taurocolato y para la pancreatitis 
edematosa inducida con ceruleína.  
 Los animales se mantuvieron en el animalario bien de la Unidad 
Central de Investigación de la Facultad de Medicina o en el de la Facultad 
de Farmacia de la Universitat de València, bajo condiciones de 
temperatura (23 ± 1ºC), humedad relativa (60%) y ciclos de luz/oscuridad 
(12/12 h) constantes. Se alimentaron con una dieta de laboratorio 
estándar que contenía 590 g de carbohidratos, 30 g de lípidos, y 160 g de 
proteínas por kilogramo de dieta (Letica, Barcelona) y agua corriente ad 
libitum. 
 La inducción de la pancreatitis con taurocolato y el sacrificio de los 
animales se llevó a cabo previa inducción anestésica con ketamina (80 mg/ 
kg) y acepromacina (2,5 mg/kg) (Pfizer, Suiza) por vía intraperitoneal. La 
manipulación de los animales y los protocolos de experimentación han sido 
realizados de acuerdo con las normas de experimentación animal de la 
Unión Europea (1999) y fueron aprobadas por la comisión de Ética de 
experimentación Animal de la Facultad de Medicina de la Universitat de 
València. 
 La administración del tratamiento con pentoxifilina se realizó 
inmediatamente después de la inducción de la pancreatitis aguda 
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1.2. Aparatos. 
 
 Pipetas de 1000, 200, 20, 10, 5 y 2 ml de la marca GILSON.  
 Balanzas de precisión SARTORIUS, modelo TECATOR 6110 y 
modelo PT 1200. 
 Centrífuga refrigerada marca HETTICH, modelo Rotina 420R y 
Ultracentrífuga Beckman, modelo OptiMax (130.000 r.p.m). 
 Espectrofotómetro KONTRON modelo Uvikon 810 con baño 
termostatizado.  
 Agitador magnético Selecta, modelo Agimatic-S. 
 Agitador orbital marca Stuart modelo Rocket SSL3. 
 pHmetro marca CRISON, modelo Microph 2001, con un electrodo 
incorporado INGLOD. 
 Baño termostatizado provisto de agitación automática regulable, 
marca SBS modelo BT. 
 Homogeneizador marca Heidolph, modelo RZR 2021. 
 Autoclave Selecta, modelo Autester-G. 
 Sonicador modelo Vibra-Cell VCX-500 sonicator. 
 Cubetas de electroforesis y electrotransferencia de BIORAD, modelo 
Mini-PROTEAN 3 Cell. 
 Fuente de alimentación de electroforesis Marca SIGMA, modelo PS 
250-2, y marca BIO-RAD, modelo 200/2.0 Power Supply. 
 Captador de imágenes Fujifilm-FLA 300. 
 Aparato de PCR semicuantitativa Techne modelo TC-312. 
 Ultracongelador NewBrunswick modelo SC-420. 
 Transiluminador de ultravioleta. 
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 Campana de flujo laminar vertical CULTAIR modelo B100. 
 Estufa termostatizada de cultivos NAPCO modelo 5415IR, CO2 
System. 
 Bomba de perfusión la marca Harvard Instruments Modelo Pump 
11. 
 Cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC) compuesto por:  
o 2 bombas marca WATERS modelo 510. 
o Un inyector PHARMACIA LKB, modelo 2157. 
o Detector UV WATERS, modelo 441, a longitud de onda 
constante de 365 nm. 
o Ordenador IBM XT modelo 286 con integrador y que 
controla el equipo. 
o Columna cromatográfica WATERS modelo Spherisorb 
aminada, de dimensiones 20 X 0.46 cm y 5 µm de diámetro 
de partícula. 
 MALDI-TOF de de los servicios de proteómica del Centro de 
jinvestigación Principe Felipe (4700 Proteomics Analyzer de Applied 
Biosystems) y del servicio de proteómica de la Universidad de 




 Anestesias: Ketamina (Imalgene 500), Acepromicina (Calmoneosan). 
 Taurocolato sódico y ceruleína, glutatión reducido, glutamato, 
cisteína, γ-glutamil glutamilo (Sigma Aldrich Química). 
 Pentoxifilina (Hemovás ampollas 300 mg, adquisición en farmacia). 
 Células AR42J (European Collection of Cell Cultures). 
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 Placas petri, tubos de plástico de 50 y 15 ml, rascador cell scraper 
(Corning), filtros de jeringa de nylon 0,45  (Nalgene). 
 Medio de cultivo “Dubelcco’s Eagle Modified” sin glutamina, PBS, 
glutamina, estreptomicina/penicilina, suero bovino fetal (Gibco). 
 Lowry Protein Assay Kit (Sigma Aldrich Química). 
 MTT (Calbiochem). 
 DMSO, BSO (Sigma Aldrich Química). 
 Inhibidores de proteasas: Cóctel de inhibidores de proteasas, 
Leupeptina, Bestatina, aprotinina, E64, pepstatina A y AEBSF 
(Sigma Aldrich Química). 
 ADN-λ, Betaína, ácido deoxicólico (Sigma Aldrich Química), 
proteína A, proteína G, proteínasa K (Amersham), marcador 
molecular de DNA p100 (Pharma Biotech). 
 Enzimas: TaqPolimerasa (Boehringer Manheim); Glutatión-S-
transferasa, Carboxipeptidada B, Ribonucleasa  A, Tripsina 
(SIGMA Aldrich Química), ERK 1/2 fosforilado (Bionova). 
 Primers: Primers para los promotores de la GCL catalítica y 
reguladora, de egr1, inos-2, icam-1 y tnf-α (Termo Scientific). 
 Kit de purificación de ADN (Qiagen). 
 Kit de purificación de proteínas afines al GSH: Bug Búster GST 
Bind Kit (Novagen). 
 Kit de purificación de proteínas afines a la biotina: Inmovilized 
monomeric Avidin Kit (Thermo Scientific). 
 Biotina: N-hydroxysuccinimidobiotina (Thermo Scientific) 
 Soporte de sílice para Capa fina (Sigma-Aldrich). 
 Kit de cromatografía de exclusión: D-SaltTM Dextran Desalting 
Columns (Thermo Scientific). 
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 Kit de cuantificación de Biotina: No-WeighTM HABA/Avidin Premix 
(Thermo Scientific). 
 Kits de actividad fosfatasa: Serine/threonine Phosphatase Assay 
System y Tyrosine Phosphatase Assay System (Promega). 
 Kit para medir concentración de AMPc: Cyclic AMP EIA (Cayman 
Chemical). 
 Acrilamida, TEMED, persulfato amónico (APS), dodecilsulfato 
sódico (SDS), DL–Ditiotreitol (DTT), albumina de suero fetal (BSA) 
(Sigma-Aldrich Quimica), β-mercaptoetanol, dual color protein 
molecular Marker (Biorad). 
 Membranas de transferencia de nitrocelulosa 0,45 µ (Schleicher & 
Schuell Bioscience). 
 Anticuerpos frente a: C-MYC (Abcam), MEK 1/2 fosforilado y ERK 
1/2 fosforilado (Cell signaling), GCL (NeoMarkers), C-MYC 
fosforilado, mSIN3A, HDAC1, CBP, PCAF, α-tubulina, RNA 
polimerasa II, antimouse moncoclonal (Santa-Cruz). 
 Kit de revelado de western blot: PhototopeTM HRP Detection kit 
(Cell Signaling Technology).  
 Radiografías X-OMAT, líquido de revelado, líquido fijador (Kodak). 
 Inhibidores de fosfatasas: Cóctel de inhibidores de fosfatasas I y II, 
Ortovanadato sódico, Pirofosfato sódico y fluoruro sódico (Sigma 
Aldrich Química). 
 Sustratos: Hipuril-Arginina, 1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno, 4-p-
nitroanilida, ARN (tourula Yeast), glicil-glicina (Sigma Aldrich 
Química). 
 El resto de reactivos y material fungible se obtuvo de los siguientes 
laboratorios: Bromatos, Afora, Greiner Bio-one,  Sigma-Aldrich 
Química (España), Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Molecular 
Probes, Panreac, Merck Biochemica (Alemania), Biorad, Amersham, 
Poch, BRL Life Technologies (USA) y Calbiochem (Alemania). 
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2. MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN. 
 
2.1. Modelo experimental de pancreatitis aguda necrótica in vivo 
en ratas. 
 
 El modelo de pancreatitis aguda necrótica utilizado en este trabajo 
ha sido el de infusión retrógrada de sales biliares (taurocolato sódico) 
desarrollado por Aho y colaboradores (Aho y cols., 1980), que intenta 
aproximarse a los fenómenos que ocurren en una pancreatitis de origen 
biliar. En este modelo, la secuencia de acontecimientos que tienen lugar 
durante las primeras fases de la PA parece deberse al efecto detergente del 
taurocolato, que desestabiliza las membranas celulares. Esto provoca la 
activación de las enzimas proteolíticas por dos vías: bien incrementando la 
concentración de calcio en el citoplasma celular (activando las proteasas 
dependientes de calcio), o bien, como parece más probable, facilitando la 
fusión de los lisosomas con los gránulos de zimógeno (produciendo el paso 
de tripsinógeno a tripsina (Nakae y cols., 2005). 
 Tras anestesiar al animal, la inducción de la PA se lleva a cabo bajo 
medidas de asepsia (rasurado y pincelado de los animales con povidona 
yodada) (figura 23B), como se describe a continuación: se practica una 
laparotomía media, se eviscera y localiza el duodeno, el cual se punciona 
en su borde antimesentérico para canalizar el conducto biliopancreático 
con una cánula de 0.6 mm de diámetro (Clay Adams PE10) (figura 23C). 
Después de clampar dicho conducto a su salida del hígado, para evitar su 
perfusión (figura 23D), se comienza la perfusión de taurocolato al 3,5% a 
un ritmo de 0.1 ml/100 g de peso del animal durante un minuto (figura 
23E) utilizando una bomba de perfusión  (Harvard Instruments, véase 
figura 24A). Una vez concluida la perfusión, se retira el clamp y la cánula, 
se reintegran las asas intestinales al interior de la cavidad abdominal y se 
cierra la laparotomía con seda de 3/0.  
 En el modelo de pancreatitis aguda necrótica experimental inducida 
por taurocolato, la severidad y la mortalidad dependen de la concentración 
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administrada de la sal biliar. Así, con una concentración de taurocolato del 
3,5% la mortalidad es de aproximadamente un 25% en las primeras 72 h, 
mientras que con una concentración del 5% la mortalidad es del 100% 
(Aho y cols., 1980). El modelo empleado tiende a producir una PA severa, 
rápidamente destructiva y con una elevada mortalidad, con la ventaja de 
que dicha mortalidad no se debe sólo a los efectos locales, sino sobre todo 
a los efectos sistémicos precoces que provoca, tal y como ocurre en los 
humanos. Además, la homogeneidad de los resultados obtenidos cuando la 
perfusión se realiza con bomba de perfusión, lo convierte en un modelo 
idóneo para el estudio de los efectos tanto locales como sistémicos de la PA 
necrótica experimental. 
 En el grupo de animales tratados con pentoxifilina, ésta se 
administró mediante perfusión intravenosa en la vena femoral (figura 23F) 
inmediatamente después de la inducción con taurocolato, a una dosis de 
12 mg/kg de peso del animal y a un ritmo de 66 µl/min durante 30 min. 
En el grupo control se administró suero fisiológico (NaCl al 0,9 %) en la 
vena femoral a un ritmo de 66 µl/min durante 30 minutos para comparar 
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A) B) C)
D) E) F)
Figura 24.- Modelo de pancreatitis necrótica inducida por taurocolato. Material 
necesario (A), Preparación del animal (B), Cánula insertada en el conducto biliopancreático (C), 
Clampaje proximal del conducto biliopancreático (D), aparición de zonas necróticas en el páncreas (E) 













2.2. Modelo experimental de pancreatitis aguda inducida por 
ceruleína in vivo en ratas. 
 
 Los estudios de la pancreatitis aguda edematosa se llevaron a cabo 
en ratas utilizando un modelo de pancreatitis inducida por dosis 
supramáximas de un análogo de la colecistoquinina, la ceruleína. La 
pancreatitis inducida por ceruleína es reversible y sin mortalidad, 
asemejándose a la pancreatitis leve que ocurre en los humanos. 
 El modelo en ratas utilizado consta de 4 inyecciones 
intraperitoneales a intervalos horarios de una solución de ceruleína en 
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1 h post-ind. 6 h post-ind.
tiempo
cloruro sódico al 0,9%. La dosis de cada inyección fue de 20 µg/kg, de 
forma que se administró un total de 80 µg/kg a cada rata. 
 Para optimizar el proceso, se prepara una solución stock de 1 µg/µl 
de solución fisiológica que se almacena a –20ºC. La solución de trabajo se 
debe preparar fresca en cada inyección. 
 Los sacrificios se realizan tras anestesiar a las ratas, 1 h después 
de la última administración (figura 28). 
 







2.3. Modelo de cultivo de células AR42J in vitro. 
 
 En nuestro estudio in vitro, hemos empleado la línea celular AR42J 
proveniente de células de tumor pancreático exocrino de rata. Al provenir 
de células acinares, su organización y su capacidad de secreción se 
asemeja a los acinos que forman el páncreas exocrino de rata. Es la línea 
celular que más se acerca in vitro a las células acinares del páncreas 
exocrino in vivo. 
 Las células AR42J se cultivan según indicaciones de la European 
Collection of Cell Cultures (ECACC). 
 Se prepara el medio de cultivo en condiciones de esterilidad. Su 
composición es la siguiente: 
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 Dulbecco´s Modified Eagle Medium sin glutamina (GIBCO),  pH 7.4, 
al cual se le añaden los siguientes  compuestos: 
o Glutamina   2 mM 
o Suero bovino fetal   10%  
o Estreptomicina   100 µg/ml  
o Penicilina    100 µg/ml  
o Fungizona    25 µg/ml  
 Para un frasco de cultivo de 75 cm2 (T75) se prepara un volumen 
total de 15 ml. Estos frascos son idóneos para el mantenimiento y la 
producción de gran número de células. 
 Una vez preparado el medio de cultivo, se añaden las células en 
número deseado y se introduce la mezcla en el frasco de cultivo adecuado. 
Los frascos se incuban a 37ºC en una estufa incubadora bajo una 
atmósfera con 5 % de CO2. 
 El medio de cultivo se renueva de dos a tres veces por semana para 
las células de mantenimiento. 
 Para la realización de incubaciones de los distintos experimentos 
fueron empleadas placas petri de 21 cm2 (Corning). Se prepara un volumen 
total de 4 ml por placa y se siembran 500.000 células en total.  
 Se dejan crecer las células sembradas hasta alcanzar un 80%-90% 
de confluencia que corresponde a unos 4 días tras la siembra, cambiando 
el medio de cultivo 12 h antes del experimento. Tras el periodo de 
incubación con los distintos tratamientos, las placas se lavan con 1 ml de 
PBS frío, retirando con precaución el PBS y se procede a la recogida de las 
células mediante rascador cell scraper (Corning) una vez añadido el 
tampón de lisis o de resuspensión correspondiente. En el caso del MTT, no 
se deben lavar las células en ningún caso. 
 Se utilizaron concentraciones de pentoxifilina 12 mg/L y dibutiryl 
AMPc 0,5 mM  para los experimentos in vitro. 
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3. MÉTODOS. 
 
3.1. Determinación de proteínas. 
 
 La determinación total de proteínas en las muestras se realizó por 
el Protein Assay Kit de Sigma-Aldrich Química, basado en una 
modificación del método de Lowry (Lowry y cols., 1951). El reactivo de 
Lowry, incluido en el kit, contiene dodecilsulfato sódico, que facilita la 
disolución de las proteínas parcialmente insolubles, y tartrato cúprico 
alcalino, que se une a las proteínas. El reactivo de Folin, también incluido 
en el kit, contiene fenol, que al interaccionar con el tartrato da lugar a un 
compuesto de color azul. La sensibilidad de este método permite detectar  
hasta 2 µg de proteínas. 
3.1.1. Procedimiento. 
 Se añadió una cantidad de muestra comprendida entre 5 y 25 µl y 
se completó con agua hasta 1 ml.  Para la correcta determinación de 
proteínas, se prepara una recta patrón construida con seroalbúmina 
bovina a concentraciones comprendidas entre 0,1 y 10 mg/ml, añadiendo 
el mismo volumen que el de muestra y completando con agua de la misma 
forma. Por último, se prepara un blanco con 1 ml de agua. 
 Se añade 1 ml del reactivo de Lowry a cada tubo, se agita en el 
vórtex y después se incuba 20 minutos en oscuridad a temperatura 
ambiente. A continuación, se añaden 500 µl del reactivo de Folin, y tras 
agitar en el vórtex, se incuba 30 min en oscuridad. 
 La lectura espectrofotométrica se realiza a 660 nm de longitud de 
onda. 
3.1.2. Cálculos. 
 Se resta a cada muestra la absorbancia del blanco. Las 
absorbancias obtenidas se interpolan en la recta construida con los 
                  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  
 - 84 -
patrones. El valor hallado se expresa como miligramos de proteína por 
mililitro de muestra (mg/ml).   
  
3.2. Determinación de glutatión reducido. 
  
 Para medir el glutatión reducido se ha utilizado el método descrito 
por Brigelius y colaboradores (Brigelius y cols., 1983). Se basa en la 
determinación espectrofotométrica de la conjugación del GSH con el cloro-
2,4-dinitrobenceno. Esta reacción está catalizada por la glutatión-S-
transferasa. El aducto formado, 2,4-dinitrofenil-S-glutatión, presenta un 
máximo de absorción a 340 nm. Se mide a punto final, cuando la 
absorbancia se estabiliza. 
 
                    GST 
          GSH + CDNB      
 
      GS-DNB + 1/2Cl2 
 
 
3.2.1. Procesado de las muestras. 
 Para la determinación de GSH en páncreas, se utiliza una cantidad 
de tejido de 80-120 mg y se resuspende en ácido perclórico al 6% + EDTA 
1 mM (1 ml por cada 100 mg de tejido). Se homogeniza la muestra (debe 
mantenerse siempre en frío) y se centrifuga a 10.000 xg a 4ºC durante 15 
min.  
 La determinación del GSH se realiza en el sobrenadante. Al 
precipitado se le añade 1 ml de NaOH 0,1 M y se calienta a 50ºC durante 
12 horas, se agita para resuspenderlo y en él se determinará la 
concentración de proteínas en la muestra. 
3.2.2. Procedimiento. 
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(E2-E1) vol. total (ml)                   1 1000 µM     
[GSH MUESTRA]  =                                 x              x                                 x 
9,6 mM-1 cm-1 vol. muestra (ml)    mg prot/ml 1 mM
En una microcubeta se añaden los siguientes reactivos: 
o 25-100 µL de muestra en PCA 6% EDTA 1 mM. 
o 10 µL de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 10 mM en etanol  al 
100%. 
o 750-825 µL de tampón fosfato potásico 0,2 M, EDTA  1mM, 
pH 7,0 para un volumen final de 860 µL. 
 Se realiza rápidamente un “autocero” (ha de tenerse en cuenta que 
la absorbancia de la línea de base debe ser estable) (E1) y la reacción 
comienza añadiendo 10 µL de una solución de glutatión-S-transferasa (500 
U/ml) en tampón fosfato sódico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,4. Esta solución 
se dializa previamente durante alrrededor de 6 h en tampón fosfato 
cambiando el tampón de diálisis aproximadamente cada dos h.  
 Se registra la variación de la absorbancia a 340 nm hasta el final de 
la reacción (E2). La diferencia E2-E1 es proporcional a la cantidad de GSH 
existente.  
3.2.3. Cálculos. 
 Para calcular la concentración de GSH se utiliza el coeficiente de 
absorción molar del 2,4-dinitrofenil-S-glutatión a 340 nm (ε= 9,6 mM-1 cm-
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3.3. Western blotting. 
 
 El western blotting es una técnica de biología molecular que 
combina varias técnicas para conseguir finalmente determinar la cantidad 
de una determinada proteína de una muestra problema. Las técnicas que 
se emplean son la electroforesis, la electrotransferencia a membrana de 
nitrocelulosa y la detección de la proteína deseada por inmuno-
quimioluminiscencia. 
3.3.1. Procesado de las muestras. 
 La preparación de las muestras para los experimentos dependió del 
origen de las mismas. 
 En el caso de los western blots que se realizaron a partir de tejido 
pancreático congelado, el tampón de homogenización que se utilizó fue el 
siguiente: 
o Tris     10 mM 
o Sacarosa     250 mM  
o EDTA     5 mM  
o NaCL     50 mM  
o NaF     50 mM 
o Pirofosfato sódico   30 mM  
o Ortovanadato sódico    100 µM  
o DTT     1 mM 
o Cóctel de inhibidores de proteasas   5 µl/ml 
  Se utilizó 1 ml de tampón por cada 100 mg de tejido. 
 Cuando los western blots se realizaron a partir de células, el 
tampón de lisis llevaba la siguiente composición: 
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o Tris     75 mM, pH 6,8 
o Glicerol      11%  
o SDS      2,2% 
  En el día del experimento se añade al tampón 
o  Ortovanadato sódico   100 µM 
o Cóctel de inhibidores de proteasas 5 µl/ml 
o β-mercaptoetanol   0,3% 
o Azul de bromofenol   2% 
 Se añaden 250 µl del tampón de lisis celular por cada placa Petri de 
21 cm. Se incuba 5 min en hielo y se recoge el lisado con un cell scraper. 
 El procesado de las muestras, tanto de tejido como de células, se 
realizó siempre en frío y una vez homogeneizadas se centrifugaron a 9000 
xg, recogiendo el sobrenadante para la determinación de proteínas.  
3.3.2. Electroforesis.  
 La electroforesis es un transporte bajo la acción de un campo 
eléctrico. Se ha empleado electroforesis en geles verticales con una matriz 
de poliacrilamida, que es el que se utiliza mayoritariamente para la 
separación de proteínas.  Se realizó lo que se denomina “SDS-PAGE” 
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico) en 
condiciones desnaturalizantes. La combinación utilizada de reactivos para 
la desnaturalización fue de un detergente desnaturalizante (SDS)  y un 
agente reductor (β-mercaptoetanol) que rompe los puentes disulfuro. La 
separación en estas condiciones se produce por el peso molecular de cada 
proteína.   
 Se cargan las muestras y un patrón de pesos moleculares (biorad) 
en geles discontinuos, con una zona de staking de baja concentración de 
acrilamida y una zona de running de alta concentración de acrilamida. El 
staking tiene un porcentaje de acrilamida menor, facilitando la entrada y la 
compactación de las muestras en el gel. El running se compone de 
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acrilamida al 12% (29:1 acrilamida:bisacrilamida) con un 0,1% de SDS y 
separa las proteínas por su peso molecular. El gel se somete a un campo 
eléctrico de voltaje constante de 100 voltios durante al menos 2 h en 
tampón Tris-glicina (Tris 25 mM, glicina 200 mM, SDS 0,1%, pH 8,3). 
3.3.3. Electrotransferencia. 
 Para la exposición de las proteínas a los anticuerpos para su 
detección, una vez migradas en el gel de  poliacrilamida, se realiza una 
electrotransferencia de las proteínas. Se trata de poner el gel de acrilamida 
en contacto en toda su longitud con una membrana de nitrocelulosa y 
crear un campo eléctrico que empuje a las proteínas a salir del gel. Se 
quedan pues sobre la membrana y serán susceptibles de unirse a los 
anticuerpos específicos deseados.  
 La electrotransferencia se realizó en condiciones húmedas por 
medio del sistema Mini-protean II (Bio-Rad) utilizando membranas de 
nitrocelulosa (Schelicher & Schuell, USA).  
 El proceso se desarrolló durante 1 h, a 4ºC y una intensidad 
constante de 250 miliamperios, en tampón de transferencia (Tris 25 mM, 
glicina 192 mM, metanol 20% v/v, pH 8,3). 
3.3.4. Inmuno-quimioluminiscencia.  
 Tras la transferencia se baña la membrana en una solución de 
bloqueo para impedir las uniones inespecíficas de los anticuerpos, y a 
continuación se baña en la solución que contiene el anticuerpo primario, 
que se une específicamente a la proteína que se quiere determinar. Tras 
unos lavados se baña en anticuerpo secundario que se fija al primario y 
que porta unida una enzima, la HRP (peroxidasa de rábano). Por último y 
tras lavados, se incuba la membrana con peróxido de hidrógeno 
conjuntamente con un agente comercial denominado Lumiglo R 
(Amersham). Ambos reaccionan con ayuda de la peroxidasa dando 
quimioluminiscencia que se puede medir. El anticuerpo secundario se une 
al primario, que a su vez se une a la proteína a determinar emitiendo luz. 
 Las condiciones de la inmunoquimiluminiscencia fueron: 
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1.- Incubación de 60 min a temperatura ambiente en  tampón 
 de bloqueo: 5% de leche desnatada en polvo (o 
 albumina de suero bovino) en TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 
 137 mM, pH 7,6 + Tween-20 0,1%).  
2.- 3 lavados de 5 min con 15 ml de TBS-T. 
3.- Las membranas se incubaron el tiempo que determina 
 el anticuerpo primario empleado (véase tabla 3) con 
 agitación orbital en tampón de anticuerpo (5% BSA, en 
 TBS-T) y con  la correspondiente dilución de trabajo  para el 
 anticuerpo primario utilizado  (véase tabla 3). 
4.- 3 lavados de 5 min con 15 ml de TBS-T. 
5.- Incubación de las membranas durante 60 min con  el 
 anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de  rábano, 
 anti-IgG de conejo, (Cell Signaling) disuelto en  tampón 
 de bloqueo (1:2000) y para la tubulina se utilizó 
 anticuerpo de ratón (Santa-cruz) disuelto en tampón de 
 bloqueo (1:10000). 
6.- Se realizan 3 lavados de 5 min con 15 ml de TBS-T. 
3.3.5. Visualización. 
  La membrana se incuba 1 min con Lumiglo R y con peróxido de 
hidrógeno (ECL-system, Amersham) e inmediatamente se expone a 
autorradiografía con films de fotografía (KODAK X-OMAT). 
 La exposición de la radiografía se lleva a cabo en una habitación 
oscura y su revelado es como el de fotografía convencional: 1 min en 
liquido revelador (Kodak), se lava con agua, otro minuto en líquido fijador 
(Kodak), se lava y ya esta revelada la radiografía. 
3.3.6. Cuantificación de los resultados.  
 Las imágenes obtenidas fueron escanedas y mediante el programa 
PrestoPage Manager de EPSON, almacenadas en formato digital TIF para 
poder realizar la densitometría utilizando el software “TotalLab”. 
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 El número de experimentos para cada western blotting aparece 
indicado en la leyenda de la figura correspondiente de los resultados. 
 
 

























DESNATURALIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS
SEPARACIÓN SDS-PAGE TRANFERENCIA MEMBRANA NITROCELULOSA (BLOTTING)
INMUNO DETECCIÓN
EXPOSICIÓN EN UN FILM
HOMOGENADO DE
TEJIDO O CÉLULAS
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3.4. Inmunoprecipitación de fragmentos de cromatina (ChIP). 
 
 El método de inmunoprecipitación de cromatina empleado es una 
adaptación del protocolo descrito por Borrás y colaboradores en 2003 
(Borrás y cols., 2003). Se basa en un conjunto de técnicas destinadas a 
detectar la unión de diferentes factores de transcripción a la cromatina en 
su estado natural dentro del núcleo. Primero se fija el tejido con 
formaldehído, produciendo uniones carbamida entre la cromatina y los 
factores que en ese momento se encuentren unidos a la cromatina. Se 
aíslan los núcleos y se procede a sonicar el material nuclear. La sonicación 
trocea la cromatina en segmentos de ADN de tamaño similar (que 
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en  Ser 217/221 
Cell Signaling 45 KDa Conejo 1:1000 
Anti C-MYC Tr358 Abcam 49 KDa Conejo 1:500 
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Abcam 49 KDa Conejo 1:1000 
Anti α-
tubulina 
subunidad alpha  St. Cruz Biotech. 45 KDa Ratón 1:2000 
Anti Rabbit-
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Detecta Ig G de 
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St. Cruz Biotech.  Ratón 1:10000 
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HRP 
Detecta Ig G de 
ratón. 
St. Cruz Biotech.  Cabra 1:2000 
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Se inmunoprecipitan mediante anticuerpos específicos contra los factores 
de transcripción que se quieren estudiar (arrastrando el ADN al que estén 
unidos), y posteriormente se detecta la presencia o no del gen en el 
inmunoprecipitado por PCR, utilizando oligonucleótidos específicos de los 
genes de interés. Si la PCR detecta el gen a estudiar, es porque existía 
unión del factor de transcripción correspondiente a dicho gen. 
3.4.1. Procedimiento.  
3.4.1.1. Preparación de núcleos en tejido pancreático de rata. 
 Esta técnica requiere la utilización de tejido fresco, así que se 
realizó la extracción de los páncreas de las ratas inmediatamente después 
del sacrifico. Rápidamente se sumerge en 30 ml de PBS con 1% de 
formaldehído durante 10 min con rotación suave a temperatura ambiente. 
Puesto que un solo animal no aporta una cantidad suficiente de tejido, se 
han de utilizar tres páncreas de rata por cada punto experimental 
estudiado. La formación de enlaces carbamida que produce el 
formaldehído se detiene por adición de glicina a una concentración final de 
125 mM. Las muestras se lavan dos veces con 10 ml de PBS  y se 
resuspenden en 10 ml de PBS suplementado con 5 µl/ml de los cócteles  
de inhibidores de proteasas y de fosfatasas I y II (Sigma-Aldrich). El tejido 
se disgrega en un homogeneizador de hélice y la suspensión obtenida se 
filtra a través de una membrana de nylon de poro de 500 µm a un tubo 
corning y se centrifuga a 1.500 xg durante 5 min. Los sedimentos celulares 
son resuspendidos suavemente con pincel en tampón de lisis celular 
(HEPES 5 mM, KCl 85 mM, NP40 0.5%, pH 8,0) suplementado con 5 µl/ml 
de los cócteles de inhibidores de proteasas y de fosfatasas I y II y se 
incuban en hielo durante 15 min. Se centrifugan posteriormente a 3.500 
xg durante 5 min para recoger los núcleos y los precipitados nucleares se 
resuspenden en 3 ml de tampón de lisis nuclear (Tris-HCl 50 mM, EDTA 
10 mM, SDS 1%, pH 8,1) y se almacenan a -20ºC en alícuotas hasta su 
uso. 
3.4.1.2. Fragmentación de la cromatina entrecruzada. 
 Para obtener los fragmentos de cromatina para la 
inmunoprecipitación, los núcleos lisados se someten a sonicación (Vibra-
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Cell VCX-500 sonicator). Cada muestra fue sonicada con 5 ciclos de 10 s a 
38% de amplitud con una sonda de 3 mm, siendo mantenidas en hielo 
durante 1 min entre ciclos. Los parámetros de sonicación fueron 
previamente determinados en un experimento similar para obtener 
tamaños de cromatina con un rango de distribución desde 400 pb a 800 
pb. A continuación, las muestras fueron centrifugadas a 14.000 xg  
durante 10 min y transferidas a nuevos eppendorfs hasta eliminar 
cualquier rastro de residuos celulares. Una alícuota de 50 µl se separa y se 
procesa para extracción y cuantificación de ADN, mientras que otra 
alícuota de 5 µl se separa para la medida directa de la cromatina por 
OD260. La muestra restante que contiene los fragmentos de cromatina 
solubles se diluye 10 veces con tampón de dilución (SDS 0.01%, Triton X-
100 1.1%, EDTA 1.2 mM, NaCl 167 mM, 5 µl/ml de los cócteles  de 
inhibidores de proteasas y de fosfatasas I y II, Tris-HCl 16,7 mM, pH 8)  y 
finalmente son congeladas. 
3.4.1.3. Cuantificación del ADN. 
 La alícuota de 50 µl de cromatina se lleva a 500 µl con TE (EDTA 1 
mM, Tris-Cl 10 mM, pH 8), se le añaden 40 µl/ml de RNasa A y se incuba 
a 65ºC durante toda la noche, o como mínimo 6 h. Tras ello, se lleva la 
muestra a una concentración final de 1% en SDS y 100  µg/ml de  
proteinasa K. La reacción se incuba a 37ºC durante 1 h. El ADN  se extrae 
una vez con 500 µl de fenol, otra con 500 µl de fenol/cloroformo/alcohol 
isoamílico (25/24/1) y una final con 500 µl de cloroformo/alcohol 
isoamílico (24/1). El ADN se precipita añadiendo 2,5 volúmenes de etanol 
absoluto y 0,1 volúmenes de acetato sódico 3 M, pH 5,2, y se incuba a -
20ºC durante toda la noche. Tras el lavado con etanol 70% y su secado, el 
ADN se resuspende en TE pH 8. El ADN correspondiente a cada fracción se 
disuelve en 400 µL de tampón TE y su concentración se cuantifica en placa 
de 96 pocillos por el Pico Green DNA quantification kit (Molecular probes), 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
 Se construye una curva de referencia con concentraciones de 0.5, 
1, 2, 5, 10, 25, 50 y 100 µg de ADN λ diluído en un volumen final de 100 µl 
de TE (EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5) en cada pocillo. Por otro 
lado, se añaden 100 µl de muestra por triplicado en diluciones de 1/5, 
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1/25 y 1/125 en TE. Tras ello, 100 µl del fluoróforo del Pico Green (diluido 
1/1000 con el mismo tampón) se añaden a cada pocillo y se registra la 
medida de fluorescencia en un aparato Fujifilm FLA3000 utilizando el 
programa informático correspondiente Image Gauge V3.12. La longitud de 
excitación se fijó a 480 nm y la de emisión a 520 nm. La curva de 
referencia que relaciona la fluorescencia frente a la concentración de ADN 
λ se utilizó para calcular la concentración del ADN. La comparación entre 
las medidas de Absorbancia a 260 nm (cromatina) y de Pico Green (ADN) 
indica que aproximadmente 1 unidad de absorbancia corresponde a 50 µg 
de ADN. 
3.4.1.4. Inmunoprecipitación de la cromatina. 
 Con el objeto de conocer la distribución de tamaños de los 
fragmentos de cromatina, se corre una electroforesis en gel de agarosa al 
0.8% en TBE (Tris 0,1 M, ácido bórico  0,1 M y EDTA 2 mM, pH 8,3). 
 A la proteína A+G-sefarosa se le añade ADNλ, ARNt y proteína BSA 
para bloquear sus sitios inespecíficos de unión a la cromatina. A 
continuación la muestra de cromatina se pre-lava con esta proteína A+G 
(previamente bloqueada). 
 Se prepara proteína A+G-sefarosa, que se forma al combinar con 
volúmenes iguales de proteína A-sefarosa y proteína G-sefarosa y se 
bloquea con 250 µg/ml de ADNλ sonicado, BSA 10 µg/ml y ARNt 250 
µg/ml para saturar sus sitios inespecíficos de unión. Con esta proteína 
A+G-sefarosa se realiza un bloqueo de los sobrenadantes que contienen los 
fragmentos de cromatina solubles obtenidos anteriormente. Para ello, las 
muestras se incuban a 4ºC durante 4 h con agitación en una plataforma 
rotatoria, y posteriormente se centrifugan a 14.000 xg durante 30 s para 
eliminar la fracción que se pudiera unir de forma inespecífica a la proteína 
A+G en las posteriores etapas de la inmunoprecipitación. 
 Los complejos de inmunoprecipitación son seleccionados mediante 
la adición a los sobrenadantes de 2 µg de los anticuerpos enumerados en 
la tabla 4. Como control negativo de la inmunoprecipitación se procesa 
una alícuota en paralelo en ausencia de anticuerpo (No Ab), y el 
sobrenadante de dicha muestra constituye la fracción no-unida a la 
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proteína A+G-sefarosa, denominada (fracción INPUT). Estas muestras se 
incuban durante toda la noche a 4ºC en el sistema rotatorio.   
 Al día siguiente tras la incubación con el anticuerpo, a todas las 
muestras se les añaden 50 µl de proteína A+G-sefarosa previamente 
bloqueada como se comentó anteriormente, y se incuba a 4ºC durante 4 h 
en rotación. Tras ello, todas las muestras se centrifugan a 14.000 xg 
durante 1 min y se recoge el sedimento con las proteínas A+G-sefarosa que 
contiene la fracción anticuerpo-unido (en este paso se recoge el 
sobrenadante de la muestra No Ab que corresponde a la fracción Input). Se 
lava durante 5 min en rotación dos veces con 1 ml de tampón de lavado de 
baja salinidad (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, ácido deoxicólico 0,5 
%, SDS 0,1%, NP-40 1%, EDTA 1 mM), dos veces con tampón de alta 
salinidad (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, ácido deoxicólico 0,5 %, 
SDS 0,1%,  NP-40 1%, EDTA 1mM),  posteriormente dos veces con tampón 
de LiCl (Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 1mM, LiCl 250 mM, NP-40 1%, ácido 
deoxicólico 0.5 %) y finalmente dos veces con tampón TE pH 8 (Tris 10 
mM, EDTA 0,25 mM). La fracción de cromatina unida a la proteína A+G-
sefarosa fue resuspendida por tratamiento con un tampón de elución 
preparado de forma extemporánea (NaHSO3 100 mM, SDS 1%). Los 
fragmentos de cromatina aislados con el anticuerpo se incuban a 
continuación a 65ºC durante toda la noche para eliminar el 
entrecruzamiento entre los complejos proteicos y el ADN. Al día siguiente, 
se digieren las muestras con proteínasa K (10 µl/ml) durante 1 h y 
finalmente el ADN de las fracciones (Input, inmunoprecipitado (IP) y No ab) 
se purifica con el PCR purification kit (Qiagen) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. El ADN se eluye con 60 µl de tampón de 
elución que provee el fabricante (Tris-HCl 15 mM, pH 8,5) y se almacena a 
-20ºC hasta su análisis por PCR. 
3.4.1.5. Análisis por PCR del ADN inmunoprecipitado. 
 Las secuencias de los oligonucleótidos utilizadas en las PCRs se 
representan en la tabla 6. La amplificación por PCR se realizó en un 
volumen de reacción de 20 µl con 2 µl de molde de ADN, 50 pmol de cada 
oligonucleótido, MgCl2 2 mM, betaína 1,5 M y 1 U de Taq polimerasa en 1X 
de tampón de la Taq. 
                  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  
 - 96 -
 Para el análisis de los productos de PCR, se mezclan 5 µl de cada 
muestra con 1 µl de tampón de carga 6X y se carga en un gel de agarosa 
del 1,8 %. La electroforesis se realizó en un tampón de TBE 0,5X, 
utilizando el patrón de pesos moleculares P100 ladder (Pharmacia 
Biotech). El gel se fotografía en un transiluminador de ultravioleta. 
 
Tabla  4.- Anticuerpos utilizados en los ensayos de ChIP.  
 
ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA µg  FINALES  
Anti C-MYC Santa cruz (sc-764) 2 
Anti mSin3A Santa cruz (sc-994) 2 
Anti HDAC1 Santa cruz (sc-7872) 2 
Anti PCAF Santa cruz (sc-13124) 2 
Anti CBP Santa cruz (sc-25748) 2 
 
 









1 ciclo:      93 ºC durante 4 min 
35 ciclos: 93 ºC durante 30 s 
Tª  específica para cada gen  durante 30 s 
72 ºC durante 30 s 
1 ciclo:       72 ºC durante 7 min 
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 Tabla  6.- Oligonucleótidos específicos utilizados para los ensayos de   ChIP.  
 
NOMBRE OLIGO UP/DN 
Promotor de la GCL catalítica: 5´-TGTAAGCATGAGGCTCCCTCC-3´ 
5´-TTCCTACTTGCGACCCAAGG-3´ 
Promotor de la GCL reguladora: 5´- TCGACCAGTTTCAATTCTCTATCC-3´ 
5´-GAGTATTTGGGCTTCCTGACATT-3´ 
Promotor de egr-1: 5´-GTAGAACCCCGGCCTGACTC-3´ 
5´-AGGCTCCTGGAGTTCCCAGC-3’ 
Promotor de icam-1: 5´-GGGATGGCCGTCCTGACTA-3´ 
5´-GCCACTTTCCCGGAAACCT-3´ 
Promotor de inos-2: 5´-GGTGCAGCTAAGAAAAGCCTCC-3´ 
5´-TTTATACCCATCCACGCTCTGC-3´ 




 El número experimentos para cada ChIP (N=3) aparece indicado en 
la leyenda de la figura correspondiente de los resultados. 
 
3.5. Actividad de la ribonucleasa pancreática. 
 
 La determinación de la actividad de la ribonucleasa se ha realizado 
por espectofotometría. El método está basado en la distinta solubilidad que 
presentan los nucleótidos en ácido perclórico en comparación con el ARN 
(Glitz y Dekker, 1964). Los nucleótidos son solubles en ácido perclórico, 
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mientras que el ARN precipita. Para la determinación de la actividad RNasa 
pancreática utilizamos el método de Glitz y Dekker, con ligeras 
modificaciones y utilizando extractos citosólicos de páncreas. 
3.5.1. Procesado de las muestras. 
 Se preparon extractos citosólicos de páncreas de ratas, extraídos 
inmediatamente después del sacrificio del animal (1h post-inducción), en 
tampón fosfato potásico 0,1 M pH 7,4 que contenía ortovanadato sódico 
100 µM y el cóctel de inhibidores de proteasas (5µl/ml). Se utilizó 1 ml de 
tampón por cada 100 mg de tejido pancreático manteniendo las muestras 
en frío para su homogenización. Los homogenados fueron centrifugados a 
200.000 xg durante 1 h y se recogieron los sobrenadantes para realizar las 
determinaciones. 
3.5.2. Procedimiento. 
 Los reactivos y el material utilizados para el experimento fueron 
autoclavados y esterilizados previamente a la consecución del experimento.  
 Para llevar a cabo el ensayo se mezclan los siguientes componentes: 
o Imidazol 0,1 M, pH=7    0,6 ml               
o  BSA 1%      0,2 ml 
o Muestra      100 µl  
o H2O bidestilada      0,5 ml 
o ARN de levadura (Tourula Y.)  1,5%  0,2 ml 
 La reacción comienza al añadir en última instancia el ARN. Se 
incuba la reacción a 28ºC y se toman alícuotas de 0,5 ml a tiempo 0 y otra 
a los 2 min.  
 Las alícuotas se precipitan inmediatamente con 1 ml de ácido 
perclórico muy frío al 10% y se agita vigorosamente hasta la obtención de 
un precipitado. El tiempo 0 requiere la adición inmediata de ácido 
perclórico ya que el ARN empieza a degradarse rapidamente si hay 
actividad. 
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 Una vez obtenidos los precipitados, se diluyen las preparaciones 
con 2 ml de H2Obd y se centrifugan durante 10 minutos a 10.000 xg. 
 Se determina la concentración de ARN midiendo la absorbancia del 
sobrenadante a 260 nm. 
3.5.3. Cálculos. 
 Para determinar la actividad ribonucleasa se calcula el incremento 
de absorbancia. Un incremento de la densidad óptica de 0,25 se considera 
como una unidad de actividad enzimática (Kutnitz, 1946). 
 Los valores se expresan en unidades kunitz/mg prot. 
 
3.6. Tasa de degradación de glutatión reducido en el páncreas. 
 
 El método para determinar la tasa de degradación de GSH fue 
diseñado por nuestro grupo de investigación con el objeto de detectar y 
caracterizar la hidrólisis de GSH en el páncreas durante la pancreatitis 
aguda, así como el efecto del inhibidor de serín peptidasas 2,4-aminoetil 
bencenil sulfonil fluoruro (AEBSF) sobre esa hidrólisis. Las actividades se 
realizaron in vivo y a partir de tejido pancreático congelado.  En pruebas 
preliminares se vio que no existían diferencias significativas entre hacer las 
determinaciones a partir de tejido fresco o congelado. En las pruebas 
preliminares se probaron distintos tiempos de sacrificio de los animales (a 
15, 30, 45 y 60 min después de la inducción de la PA necrótica) y distintos 
tiempos de incubación de las muestras (durante 5, 15, 30 y 60 minutos) a 
37ºC, y donde se apreciaba un mayor efecto fue en ratas sacrificadas 30 
min post-inducción y a un tiempo de incubación a 37ºC de 5 min. Los 
resultados mostrados en esta tesis y el protocolo descrito a continuación 
están desarrollados con estas últimas condiciones (30 min de PA necrótica 
y 5 min de incubación).  
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3.6.1. Procesado de las muestras. 
 Se utilizaron trozos de páncreas de entre 200-250 mg, los cuales 
fueron homogeneizados en tampón de homogeneización con una relación 
de 1 ml por cada 100 mg de tejido. El tampón de homogeneización 
utilizado fue tampón fosfato potásico 0,1 M pH 7,4 con inhibidores de 
proteasas, fosfatasas, γ-GT y GCL (tabla 7).  
 Los homogenados se centrifugaron durante 20 min a 13.000 xg, 
descartando el precipitado. Las muestras se mantuvieron en todo momento 
en frío. 
 Los extractos citosólicos se obtuvieron por  ultracentrifugación de 
homogenados durante 1 h a 200.000 xg (4ºC). En ellos se aumentó la 
concentración de acivicina en el tampón para eliminar por completo la 
interferencia de la actividad γ-GT (tabla 7). 
 Una vez obtenidos los sobrenadantes, se determinó la 
concentración de proteínas por el método de Lowry. 
3.6.2. Procedimiento. 
 La determinación de la tasa de degradación de glutatión reducido 
se realiza en presencia de GSH exógeno para que no sea limitante su 
concentración, y en presencia y ausencia del AEBSF, que en estudios 
previos inhibía la depleción de GSH inducida por taurocolato sódico in 
vitro. También se determinó la tasa de degradación de GSH endógeno en 
extractos citosólicos de páncreas, y en estos casos no se añadió GSH 
exógeno.  
1.- Se prepara una solución diluída de 2 ml de cada una de las 
muestras, a las cuales se le adiciona GSH 2 mM (se añadieron 0,4 
ml de una solución madre de GSH 10 mM a 1,6 ml de 
homogenado).  
2.- Se toman 2 alícuotas de cada muestra de 1ml; una de las 
alícuotas se incuba en presencia de AEBSF 1 mM y otra se 
incuba en ausencia de AEBSF. 
3.- Se incuban las muestras durante 5 min a 37ºC y en agitación.  
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4.- Se recogen alícuotas de 0,2 ml de cada muestra, a tiempo 0 y a 
los 5 min de incubación. 
5.-  Se para la reacción con 0,2 ml de PCA al 12% y EDTA 2 mM para 
quedar una solución final de PCA al 6% y EDTA 1 mM. 
6.- Se centrifugan las muestras durante 20 min a 13.000 xg (en el 
caso de homogenados) o 1 h a 200.000 xg (en el caso de los 
extractos citosólicos) y se recoge el sobrenadante. 
3.6.3. Cálculos. 
 Se determina la concentración de GSH por el método de Brigelius y 
colaboradores (apartado 3.2 de métodos) a tiempo 0 y 5 min de incubación. 
 La tasa se calcula restando la concentración de GSH a los 5 min, de 
la que había a tiempo 0, y posteriormente se divide por los 5 min de 
incubación y se aplican los distintos factores de dilución. 
 Los resultados de la tasa de degradación de GSH los hemos 
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 Tabla 7.-Inhibidores utilizados en el tampón de homogenización para la     
determinación de la tasa de degradación de GSH en homogenados y 
extractos citosólicos de páncreas de rata.  
 
INHIBIDOR CONCENTRACIÓN EFECTO INHIBITORIO SOBRE 
EDTA 5 mM Quelante de metales pesados. 
Ortovanadato sódico 0,1 mM ATPasas; Tirosín fosfatasas. 
Butionina sulfoximina  
(BSO) 




0,25 mM           
(Extractos citosólicos) 
γ-GT. 
Aprotinina 0,08 mM Serín peptidasas. 
Leupeptina 0,02 mM Serín y cisteín proteasas. 
Bestatina 0,04 mM 
Aminopeptidasas;  
metaloproteasas. 
Pepstatina A 0,015 mM Cisteín proteasas. 
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3.7. Tasa de formación de glutamato y cisteína en el páncreas. 
 
 El método para determinar la tasa de formación de glutamato y 
cisteína también fue diseñado por nuestro grupo de investigación con el 
objeto de detectar y caracterizar la formación de glutamato y de cisteína a 
partir de GSH en extractos pancreáticos y el efecto del 2,4-aminoetil 
bencenil sulfonil fluoruro (AEBSF), sobre esa formación. La actividad se 
determinó en los mismos homogenados y extractos citosólicos de páncreas 
preparados para la tasa de degradación de GSH. 
3.7.1. Procedimiento. 
 La concentración de glutamato y cisteína se determinó por 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), siguiendo el método 
descrito por Reed y colaboradores (Reed y colaboradores., 1980). Este 
método se basa en la separación de los S-carboximetildinitro derivados por 
cromatografía y posterior cuantificación a 365 nm. A todas las muestras se 
les añade una concentración conocida de patrón interno, el cual nos va a 
permitir calcular la concentración de la sustancia problema de un modo 
más exacto. Se utilizó γ-glutamil-glutamato como patrón interno para la 
determinación de la concentración de glutamato y cisteína en el páncreas, 
previa calibración frente a patrones de concentraciones conocidas de GSH 
y GSSG. 
  Con esta técnica cromatográfica se pueden determinar las 
concentraciones tanto de cisteína como de glutamato en la misma 
muestra. Sin embargo, el método de Reed y colaboradores no debe 
utilizarse para determinar los niveles de GSSG, ya que el glutatión sufre 
una auto-oxidación en el proceso de derivatización de las muestras (Asensi 
y colaboradores., 1994). De este modo, parte del GSH se oxida a GSSG 
dando un falso aumento del mismo.  
3.7.1.1. Derivatización de la muestra.  
 Se toman 200 µl de sobrenadante ácido y se le añade 20 µl de 
patrón interno. 
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 A continuación añadimos 20 µl de ácido iodoacético 1 M disuelto en 
púrpura de metacresol 0.2 mM, que es un indicador de pH que vira a color 
púrpura entre pH 8,5 y 9.  
 La mezcla se lleva a pH 8,5 – 9 usando un tampón KOH 3 M, CHES 
0.3 M y una vez alcanzado el pH adecuado, se incuba la muestra durante 
30 min en oscuridad y a temperatura ambiente. 
 Al acabar la incubación se añade 400 µl de 1-fluoro dinitrobenceno 
al 1% en etanol absoluto, y se mantiene a 4ºC y en oscuridad durante un 
mínimo de 4 h. Llegado a este punto las muestras son estables a 4ºC 
durante varias semanas. 
 Antes de preparar la dilución que será inyectada en el HPLC, las 
muestras se centrifugan a 15.000 xg durante 5 min a 4ºC. De ahí se toman 
50 µl de sobrenadante a los que añadimos 270 µl de una mezcla metanol - 
agua en proporción 4:1. 
3.7.1.2. Técnica cromatográfica.  
 Se inyectan 80 µl de la solución que contiene la muestra diluída 
antes indicada. 
 La fase móvil está constituida por 2 solventes: 
o Eluyente A: solución de metanol al 80% en agua 
 bidestilada. 
o Eluyente B: solución de Eluyente A al 80% y solución  madre 
 (164 g de acetato sódico anhidro, 29,5 ml de H20 
 bidestilada y 378 ml de ácido acético glacial) al 20%. 
o Todo el proceso se realiza a un flujo constante de 1 
 ml/minuto. La elución de las sustancias que interesan se 
 realiza aplicando un gradiente:  
o La fase móvil se mantiene durante 5 min a un 20%  del 
 eluyente B y un 80% del eluyente A. 
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o Tras este tiempo comienza a aumentar la cantidad de eluyente 
B de manera lineal, hasta que a los 15 min del cromatograma se 
alcanza un 99% de B y un 1% de A. 
o Se mantienen estas proporciones de cada solvente de 5 a 
 10 min, dependiendo del tiempo de elución del último 
 compuesto. 
o Una vez eluido el último compuesto de interés, se procede 
 al re-equilibrado de la columna. Para ello, se alcanzan las 
 condiciones iniciales (20% de B y  80 % de A)  manteniéndose 
así  durante un mínimo de 15 min. 
3.7.1.3. Cálculos. 
 Las concentraciones de glutamato y cisteína en las muestras se 
calculan en el cromatograma basándose en una concentración conocida de 
patrón interno, que es añadida a cada muestra en el proceso de 
derivatización. 
 Las tasas de liberación de glutamato y cisteína se obtienen a partir 
de la resta de las concentraciones a los tiempos 5 min de las incubaciones, 
menos las concentraciones de los tiempos 0 y posteriormente se divide por 
los 5 min de incubación y se aplican los distintos factores de dilución. 
  Las tasas de liberación de glutamato y cisteína las hemos 
expresado en nmol/min x mg de proteína y en µmol/min x g de tejido. 
 
3.8. Actividad de la γ-glutamil transpeptidasa. 
 
 La actividad de la g-glutamil transpeptidasa (γ-GT) se midió con el 
objeto de detectar si en en los homogenados y en los extractos citosólicos 
preparados en el apartado 3.6 había presencia de la enzima γ-GT. 
  Para la detección de la actividad de la γ-GT se utilizó una 
modificación del método de Szasz (Szasz, 1969).  
                  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  
 - 106 - 
γ-GT
L-glutamil-4-nitroanilida + glicilglicina L-γ glutamilglicina + 4-nitoanilida
 Además de hidrolizar el glutatión y catalizar la transferencia del 
grupo γ-glutamilo del mismo, la γ-glutamil transpeptidasa también cataliza 
la transferencia del grupo glutamilo de la γ-glutamyl-4-nitroanilida. El 
rango de liberación de  4-nitroanilida es directamente proporcional a la 
actividad de la γ-glutamil transpeptidasa en la muestra y se cuantifica 




3.8.1 Procedimiento en tampón Tris a pH 8,25 (condiciones óptimas de la γ-
GT). 
1.- Se prepara la solución de reacción para la γ-GT disolviendo γ-
glutamyl-3-carboxi-4-nitroanilida 2,9 mM y glicilglicina 100 mM 
en Tris 0,1 M a pH 8,25. Para disolverlo bien, se calienta durante 
30 min en un baño con agua a ebullición.  
2.- Se mezclan 1 ml de la solución reactiva para la γ-GT y 50 µl de 
cada homogenado. Cada muestra se analizó por duplicado y se 
realizaron dos blancos a los que se les añadió 50 µl de agua. 
3.- Se incuban a 37ºC. 
4.- Se para la reacción a los 5 min de incubación por adición de 
ácido acético 4 N.  
5.- Se centrifugan las muestras 10 min a 3.500 xg. 
6.-  Se mide la absorbancia de las muestras por espectrofotometría a 
una longitud de onda de 405 nm. 
3.8.2. Procedimiento en tampón fosfato 0,1 M a pH 7, 4. 
 Se decidió medir la actividad γ-GT en las condiciones del 
experimento de la tasa de degradación de GSH en homogenados de 
páncreas para ver si la γ-GT pudiera ser responsable de la degradación de 
GSH detectada en páncreas de ratas con pancreatitis aguda necrótica. 
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(E1-E0) vol. total (ml)
[4-nitroanilida]  =  
9,2 mM-1 cm-1 vol. Muestra (ml)
X
 Se disolvió γ-glutamyl-4-nitroanilida 2,9 mM en tampón fosfato 
potásico 0,1 M a pH 7,4. 
 Se incubaron las muestras a 37ºC durante 5 min y se pararon las 
reacciones con ácido acético 4 N. 
 Se midió la absorbancia a 405 nm. 
3.8.3. Cálculos. 
 Para calcular la concentración de 4-nitroanilida se utiliza el 
coeficiente de extinción molar de la γ-glutamyl-4-nitroanilida a 405 nm  (ε 
= 9,2 mM-1 cm-1), utilizando la siguiente formula, siendo E1 la absorbancia 
de cada muestra y E0 la absorbancia del blanco. Se expresó la 




 La actividad γ-GT se determinó restando la concentración inicial de 
4-nitroanilida a la concentración final de 4-p-nitroanilida en las muestras, 
y se dividió por los 5 min de incubación.  
Los valores de la actividad γ-GT (o tasa de formación de 4-
nitroanilida) se expresaron en nanomol/minuto x miligramo de 
proteína y en porcentaje de actividad. 
 
3.9. Actividad de la carboxipeptidasa B pancreática. 
 
 La actividad de la carboxipeptidasa B (CPB) se determinó in vitro 
con CPB pancreática porcina (Sigma-Aldrich Química) en presencia y 
ausencia de AEBSF, realizando un total de 4 réplicas del experimento y 
utilizando el método de y colaboradores (Folk y colaboradores, 1961). Este 
método esta basado en el diferente espectro de absorción que presenta el 
                  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  
 - 108 - 
Carboxipeptidasa B
Hipuril-L-Arginina + H2O  Ácido hipúrico + L-Arginina
ácido hipúrico respecto a la hipuril-L-arginina a 254 nm. La 








3.9.1. Procedimiento.   
 La reacción se lleva a cabo en tampón Tris 25 mM con NaCl 100 
mM, pH 7,7 a 25ºC. Se preparó la solución de sustrato disolviendo hipuril-
L-arginina 1 mM en 100 mL del tampón Tris; para disolverlo se pone en 
agitación a 50ºC; una vez disueltos se  mantiene  en frio.  
 Se mezclan en una cubeta espectofotométrica de cuarzo 2,9 ml de 
la solución sustrato y  0,1 ml de una solución acuosa que presentaba 10 
unidades de la enzima pura (1 mg de producto que contenía 125 unidades 
de enzima), y en otra cubeta se ponen 2,9 ml de la solución sustrato y 0,1 
ml de agua como blanco. Se midió la absorbancia a 254 nm a tiempo cero, 
se añadió la enzima y después se midió la absorbancia a cada minuto 
durante los primeros 5 min, tomándose este último tiempo para hacer los 
cálculos en base a la linealidad de la reacción. 
 Además de realizar el experimento en tampón Tris, también se 
realizó en tampón fosfato potásico 0,1 M pH 7,4 para ver si la 
carboxipeptidasa B era activa en ese tampón. Tanto en tampón Tris como 
en tampón fosfato potásico, el ensayo se hizo en presencia y en ausencia 
de AEBSF 1mM para ver si el AEBSF podía afectar a la actividad 
carboxipeptidasa B. 
3.9.2. Cálculos. 
 Para los cálculos se usa la siguiente fórmula: 
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(A254nm muestra-A254nm blanco/minuto) x 3 
U.A Carboxipeptidasa B/ml =  





 Donde 3 son los mililitros totales de reacción, 0,36 es el coeficiente 
de extinción molar del ácido hipúrico, y 0,1 son los mililitro por miligramo 
de enzima utilizados.  
 
3.10. Tasa de degradación de glutatión reducido en presencia de 
la tripsina o la carboxipeptidasa B.  
 
 Se realizaron un total de 4 réplicas del experimento siguiendo el 
mismo procedimiento que  para la determinación de la tasa de degradación 
de GSH (apartado 3.6 de métodos), sólo que en vez de añadir 1,6 ml de 
muestra se añadió una solución de 1,6 ml de tampón de homogenización 
que presentaba 10 unidades de carboxipeptidasa B o de tripsina, según 
fuese el caso.  
 
3.11. Cromatografía de afinidad.  
 
 La cromatografía de afinidad es un tipo especial de cromatografía 
de adsorción sólido-líquido en la que moléculas (anticuerpos, cofactores, 
inhibidores enzimáticos, lectinas y otras moléculas) denominadas ligandos 
de afinidad y enlazadas químicamente en soportes sólidos adecuados, 
retienen a los solutos (analitos), también de naturaleza bioquímica, de 
manera reversible y selectiva. Las separaciones se basan en el 
acoplamiento ¨llave-cerradura¨ típico de la Biología Molecular.  
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 Este tipo de cromatografía permite la separación de mezclas 
proteicas por su afinidad al ligando. Después de que las proteínas que no 
se unen al ligando son lavadas o eluídas a través de la columna, la 
proteína de interés que ha quedado retenida en la columna se eluye o 
libera mediante el empleo de una solución que contiene bien ligando libre, 
u otro compuesto que rompa la interacción entre el ligando y la proteína. 
 La cromatografía de afinidad tiene una serie de características 
generales que la distinguen de otros tipos de cromatografía líquidas: 
o Alta selectividad en el mecanismo de retención.  
o Campo de aplicación restringido. 
o Separación de un solo soluto-analito.  
o Empleo de sistema de baja presión.  
o Columnas cortas de escasa eficacia cromatográfica. 
 Ligandos de afinidad. 
 Son los responsables de la adsorción específica de los solutos-
analitos. Se clasifican según su peso molecular: 
o Moléculas de alto peso molecular. 
o Moléculas de bajo peso molecular. 
 Según su selectividad en la retención: 
o  Ligandos específicos: se enlazan reversiblemente a un  solo 
soluto, por ejemplo anticuerpos.  
o Ligandos generales (enlazados con un determinado grupo 
 de compuestos bioquímicos, como las lectinas y 
 nucleótidos.  
 Soportes.  
 Son los materiales sobre cuya superficie activada se establece el 
enlace covalente con el ligando de afinidad. Deben poseer propiedades 
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como: gran superficie, tamaño del grano y porosidad controlable, carácter 
suficientemente hidrofílico para evitar adsorciones no específicas de 
proteínas u otras moléculas,  y estabilidad mecánica  para trabajar a alta 
presión.  
 Los materiales utilizados generalmente como soporte son geles 
orgánicos derivados de los polisacáridos como la agarosa (sepharosa), 
polímeros de acrilamida, fractogel TSK y sílices CPG.  
 Inmovilización de ligandos. 
 La inmovilización de los ligandos de afinidad es un proceso 
complejo que en cada caso tiene connotaciones específicas.  
 En general, los ligandos de afinidad se inmovilizan mediante el 
establecimiento de enlaces químicos covalentes con el soporte sólido 
activado y un grupo reactivo del ligando que esté lo más lejos posible de la 
zona activa de bioadsorción. 
 El objetivo de la inmovilización consiste en obtener una capa 
estable y densa del ligando bioquímico que conserve su actividad específica 
con plenitud. 
 La inmovización del ligando de afinidad se realiza en general 
mediante dos etapas secuenciales:  
 Activación del soporte, que consiste en el ataque químico con 
diferentes reactivos de la superficie de los soportes antes mencionados, 
que se caracterizan por poseer grupos hidroxilos superficiales. De la gran 
variedad de procedimientos, el más común es el ataque con bromuro de 
cianógeno sobre la matriz de polisacárido. Según el tipo de matriz se 
originan grupos diferentes: ésteres cianato en agarosa e imidocarbonatos 
en dextranos, según reaccionen uno o dos grupos hidroxilos de la matriz. 
Esta etapa se produce en un disolvente orgánico o en mezclas con agua. 
Luego sigue el anclaje químico del ligando, que se da mediante la reacción 
de grupos amino del mismo con el soporte activado.  
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 Metodos de elución. 
  Según la naturaleza de los ligandos de afinidad y la de los solutos-
analitos, y teniendo en cuenta la forma de eliminar los solutos de la 
columna, cabe distinguir dos procedimientos generales de elución: 
o Elución bioespecífica 
 La fase móvil contiene a un modificador (generalmente llamado 
inhibidor), que en realidad se trata de un ligando de afinidad no ligado de 
bajo peso molecular que interacciona con el sitio activo de la 
macromolécula biológica que puede ser soluto-analito, o bien el ligando de 
afinidad para solutos de bajo peso molecular, produciéndose en todos los 
casos una elución por desplazamiento o competencia entre los 
componentes de bajo peso molecular ligados o no, con el sitio activo de la 
macromolécula biológica ligada o libre. Se distinguen 2 tipos de elución 
bioespecífica, la normal y la invertida.  
 - Elución normal 
 Se basa en la interacción inhibidor-analito, que es la situación más 
frecuente. El analito es una biosustancia macromolecular que es retenida 
por un ligando de afinidad de bajo peso molecular, y eluída con un 
inhibidor que es también de bajo peso molecular y que tiene preferencia 
por el sitio activo del analito, por lo que es retirada del sólido y eluída. 
Ejemplo, la purificación de la lectina.  
 - Elución invertida 
 Se basa en la interacción inhibidor-ligando de afinidad, el cual es 
una biomacromolécula que retiene específicamente el analito. La presencia 
del inhibidor en la fase móvil provoca un desplazamiento análogo al 
anterior, y se eluye el analito.  
 
o Elución no bioespecífica 
 La fase móvil provoca la desnaturalización del ligando inmovilizado, 
del soluto-analito o de ambos mediante el cambio suave y reversible de los 
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correspondientes sitios activos, de tal manera que se interrumpe la 
adsorción bioespecífica mediante eliminación de una o varias de las causas 
que la provocan.  
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3.11.1. Cromatografía de afinidad de proteínas afines al  GSH.  
 Para purificar proteínas afines por el GSH, se utilizó un kit 
disponible comercialmente (Novagen). Este Kit está compuesto por una 
fase estacionaria unida a GSH. El tampón de elución también lleva GSH en 
forma libre. La cromatografía se realizó de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante.  
3.11.1.1.  Procesado de las muestras. 
 Para proceder a la cromatografía de afinidad, se juntaron 5 
extractos citosólicos de páncreas de ratas (pool) con pancreatitis aguda 
necrótica sacrificadas a los 30 min de la inducción de la PA, preparados 
inmediatamente después del sacrifico. Se cargaron 20 mg de proteína total 
por columna, en dos columnas proporcionadas con el kit. 
3.11.1.2.  Procedimiento. 
1.- Se preparan las diluciones de tampones de lavado y de elución 
con H2O desionizada esteril. El tampón de elución estaba 
compuesto por Tris-HCL 50 mM, pH 8.0, con GSH 10 mM.  
2.- Se mezcla suavemente por inversión la resina hasta su completa 
resuspensión, y se añaden 5 ml de resina para tener una 
columna con aproximadamente 2.5 ml de resina (proveída al 
50%). Hay que dejar que se compacte la columna por gravedad. 
3.- Cuando el tampón de la resina (etanol 20%) se ha eluído 
completamente, se lava la resina con 5 volúmenes de tampón de 
lavado y se permite la completa elución de la resina. 
4.- Llevar la muestra a Tª ambiente antes de cargarla en la columna. 
Se carga la muestra con una cantidad de 20 mg de proteína total 
por columna (retención máxima de las columnas= 20 mg de 
proteína).  
5.- Se controla el flujo de elución. En nuestros experimentos el flujo 
fue 0,35-0,45 ml/min. Este flujo estaba dentro de la idoneidad, 
ya que con un flujo mayor se recogen más impurezas en la 
fracción eluída.  
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6.- Se lava cada columna con 10 volúmenes de tampón de lavado. 
7.- Se eluyen las proteínas unidas a la resina con 3 volúmenes de 
tampón de elución. Se recoge el eluído y se mantiene en frío. 
8.- El eluato se puede concentrar al máximo con tubos especiales 
para concentrar muestras. Estos tubos presentan un filtro que 
retiene moléculas superiores a los 3 KDa. En nuestro caso, se 
paso de tener 7,5 ml de eluído a tener 0,6 ml de volumen final. Se 
determinó la cantidad de proteínas en los eluatos de las dos 
columnas cargadas y se congelarón a -80ºC para su posterior 
análisis. 
3.11.2. Cromatografía de afinidad de proteínas afines al AEBSF.  
 La cromatografía de afinidad de proteínas afines al AEBSF fue más 
laboriosa que la de proteínas afines al GSH, debido a que hasta la fecha no 
existe ninguna fase estacionaria disponible comercialmente que presente 
AEBSF como ligando.  
 Para este propósito se utilizó una resina cuyo ligando era la avidina 
capaz de retener moléculas de biotina. Lo que se planteó fue la 
biotinilación del AEBSF por su extremo amino con una biotina adecuada, 
la N-hidroxisuccinimidobiotina (Thermo Scientific), su incubación con la 
muestra y su posterior carga en las columnas de avidina. 
 Para realizar todos los pasos de la cromatografía de afinidad de 
proteínas afines al AEBSF, se aplicaron otras tres técnicas más como 
fueron la biotinilación del AEBSF, el seguimiento del éxito de la reacción 
por cromatografía en capa fina, y después de la incubación de la muestra 
con el AEBSF-biotinilado, la eliminación del exceso de biotina o de AEBSF 
libres por una cromatografía de exclusión. 
 La cromatografía de afinidad por el AEBSF fue desarrollada en 
paralelo con la de GSH y con el mismo pool de extractos citosólicos, 
cargándose 2,4 mg de proteína por columna, en dos columnas de avidina 
(Thermo Scientific). 
3.11.2.1.  Biotinilación del AEBSF.  
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 La biotinilación del AEBSF se realizó equimolecularmente para 
tratar de evitar un exceso de biotina o de AEBSF en la reacción. Si hubiese 
un exceso de biotina en la solución, al incubarse con la muestra podría 
reaccionar de forma inespecífica con las proteínas y dar lugar a la 
aparición de proteínas no deseadas en los eluatos, y si fuese el AEBSF el 
que estuviera en exceso, podría competir con el AEBSF-biotinilado por las 
proteínas de interés.  
 Para llevar a cabo la reacción, se prepara una solución de 4,58 
µmoles de NHS-biotina en DMSO (4,02 mg en 1,18 ml de DMSO) y otra de 
4,58 µmoles de AEBSF en PBS (2,83 mg en 1,18 ml de PBS). Las dos 
soluciones se incuban juntas (1 volumen igual de cada solución) durante 
30 min a temperatura ambiente y se procede a la comprobación de la 
reacción mediante cromatografía en capa fina. 
3.11.2.2.  Seguimiento de la biotinilación. Cromatografía en capa fina. 
 El éxito de la biotinilación de AEBSF fue comprobado de manera 
sencilla por cromatografía en capa fina.  
 Cromatografía en capa fina 
 Esta técnica permite analizar mezclas de compuestos. Para ello, la 
muestra se aplica por medio de un tubo capilar en la superficie de una 
capa fina adsorbente en forma de banda, punto o mancha, y es adsorbida 
en la superficie por la acción de fuerzas electrostáticas (fuerzas de Van der 
Waals, puentes de hidrógeno, efectos inductivos, etc). Los adsorbentes más  
utilizados son gel de silica, aluminio, tierra silícea, celulosa y poliamidas. 
Como soportes del adsorbente se utilizan láminas o placas de vidrio, 
plásticas o metálicas; algunas placas tienen indicador de fluorescencia. 
 La placa seca se coloca en el tanque cromatográfico o cámara, en el 
cual debe encontrarse saturado el eluyente (fase móvil líquida). El eluyente 
ascenderá por capilaridad en la placa y arrastrará los componentes a lo 
largo de ésta produciendo “manchas” que representan a los componentes, 
la separación se da por migración diferencial, es decir que la fase móvil 
arrastra a las substancias apolares y aquellas más polares son retenidas 
por la fase estacionaria dando lugar a la separación. Posteriormente, se 
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evapora el eluyente y la placa se analiza por medio de métodos químicos en 
los que por inmersión o rociado se obtienen derivados coloreados o 
fluorescentes (adición de ninhidrina a aminas, ácido sulfúrico para 
carbonizar compuestos orgánicos, etc), o por medio de métodos físicos 
ópticos utilizando radiación UV o luz visible.  
 El análisis es de tipo cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo. 
En el primero se hacen comparaciones visuales de color e intensidad, y de 
propiedades UV entre otras. En el semicuantitativo se observa diámetro y 
comparación visual e intensidad del color de la mancha frente a machas 
manchas patrones de concentración conocida. Y en la forma cuantitativa 
se pueden realizar medidas de transmisión a través de la sustancia y 
medidas de emisión o medida de luz reflejada desde la sustancia, y 
espectrofotometría por fluorescencia. 
 La capa fina del AEBSF-biotinilado se determinó utilizando como 
fases móviles metanol y una solución de metanol/acetato de nitrilo 1/1. Se 
impregnaron tres manchas en la capa fina, una de AEBSF, una de biotina 
y otra de AEBSF-biotinilado. Para el revelado, la presencia de un anillo 
aromático en la estructura del AEBSF permite su visibilidad a la luz 
ultravioleta, mientras que la biotina no presenta ningún anillo aromático y 
no es visible a la luz ultravioleta, y por ello para su reveledo es necesaria la 
impregnación de la placa en iodo. 
 La mancha de AEBSF no sufrió ningún tipo de desplazamiento a lo 
largo de la placa ni siquiera en metanol, que era el solvente más 
hidrofóbico de las dos fases moviles utilizadas, mientras que la biotina se 
desplaza considerablemnte en la fase estacionaría compuesta por 
metanol/acetato de nitrilo. 
 Al revelar las tres tiras, resultó que en la que se había impregnado 
con el AEBSF-biotinilado aparecía una mancha visible al ultravioleta que 
se había desplazado a lo largo del soporte. Esto indicaba que la reacción 
había funcionado, ya que el deplazamiento era debido a la presencia de la 
biotina y la visibilidad a la luz ultravioleta indicaba la presencia del anillo 
aromático del AEBSF. 
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Figura 28.- Revelado de la cromatografía en capa fina del AEBSF      














3.11.2.3.  Incubación del AEBSF-biotinilado con las muestras y finalización  del              
.proceso por  cromatografía de exclusión. 
 El AEBSF-biotinilado fue incubado durante 15 min con la mezcla 
de extractos citosólicos preparados para la cromatografía de afinidad de 
GSH. El volumen total fue de 1,6 ml conteniendo una concentración final 
de 4 mg de proteínas totales y una concentración estimada de AEBSF de 
1mM (similar a la que utilizábamos para la tasa de degradación de GSH). 
Se realizaron dos incubaciones con dos alícuotas de la mezcla de extractos 
citosólicos. El tiempo de incubación se escogió en base a los experimentos 
de cuantificación de biotina realizados con un kit disponible para ello 
(Thermo Scientific). 
 Pasados los 15 min de incubación, se paró la reacción por 
eliminación de la biotina y otras moléculas pequeñas con una 
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cromatografía de exclusión, para que la biotina que hubiera quedado libre 
no pudiera reaccionar con las proteínas presentes en la muestra. 
 Cromatografía de exclusión. 
  También llamada cromatografía de filtración en gel, se basa en 
la diferencia de penetración de las moléculas en los poros de la fase 
estacionaria porque la separación obtenida depende del tamaño de la 
molécula. El tiempo de elución es proporcional al peso molecular de las 
mismas, por lo que no es muy usada con los compuestos de alto peso 
molecular. Este tipo de separación por tamaño difiere de las demás 
técnicas de cromatografía en que no existen interacciones físicas o 
químicas entre el analito y la fase estacionaria. Es una técnica 
reproducible, escalable y rápida. 
 La fase fija está formada por partículas poliméricas o de sílice que 
contienen una red uniforme de poros por los que pueden penetrar las 
moléculas de pequeño tamaño. Las moléculas de tamaño grande se 
excluyen totalmente y son eluídas en primer lugar, mientras que las de 
pequeño tamaño tienen acceso a todo el volumen poroso y son las últimas 
que se eluyen; de esto se deduce que el volúmen disponible para las 
moléculas pequeñas es mayor que para las grandes. Por lo tanto, las 
moléculas se eluyen por su tamaño decreciente.  
 Los diferentes tipos de partículas usadas deben ser estables, 
mecánica y químicamente, tener bajo contenido en grupos iónicos, 
uniformidad de poro y tamaño. Los compuestos pueden ser derivados de 
dextranos (Sephadex), derivados de agarosa (Sepharosa), derivados de 
acrilamidas (Biogel P) y esferas de vidrio. Hay diferentes tamaños de 
partícula para un gel: a menor tamaño mayor resolución y menor gasto en 
la columna. 
 Las columnas utilizadas presentaban una fase estacionaria 
compuesta por dextrano (Thermo Scientific) y presentaban un volumen de 
10 ml que admitía el paso de hasta 2,5 ml de muestra en una vez.  
 Después de equilibrar la columna con tampón de equilibrio 
(tampón fosfato potásico 0,1 M, pH 7,4), se cargaron las muestras en dos 
columnas y se hicieron 6 lavados con el mismo tampón de equilibrio, se 
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recogieron todas las fracciones y se midió la absorbancia a 280 nm para 
ver en cual de ellas estaban las proteínas. La alícuota que presentó el pico 
de absorción a 280 nm fue mantenida en hielo para seguir con el proceso 
de purificación, el resto fueron desechadas. Se determinó la concentración 
de proteínas por el método de Lowry. Las muestras presentaban 2,4 y 2,6 
mg de proteínas totales respectivamente, en 1,5 ml de volumen de 
muestra. 
3.11.2.4.  Cromatografía de afinidad a la avidina. Purificación de las  .proteínas  
..afines al AEBSF-biotinilado. 
 Una vez realizado todo el proceso de biotinilación del AEBSF e 
incubación con los extractos citosólicos, se procedió al último paso 
utilizando columnas que presentaban avidina como ligando de la fase 
estacionaria (Thermo Scientific). Para ello se siguieron las instrucciones 
indicadas por el fabricante. Para la cromatografía de AEBSF, se cargó toda 
la muestra disponible al final de todo el proceso de biotinilación. Así, 
partíamos de 4 mg de proteínas totales y al final las muestras presentaban 
una concentración de 2,4 y  2,6 mg de proteínas, respectivamente 
(capacidad de retención de las columnas de avidina: 2,5 mg). Se cargaron 
las muestras en dos columnas de avidina, utilizando un volumen de 1,5 ml 
por muestra. 
 Los pasos de esta cromatografía son los siguientes: 
1.- Se atemperan las columnas y el PBS a temperatura ambiente, y 
se preparan las diluciones de los tampones de lavado y de elución 
con H2O desionizada estéril. El tampón de bloqueo/elución está 
compuesto por biotina 2 mM en PBS y el de regeneración está 
compuesto por glicina 0,1 M, pH 2,8. 
2.- Se abren las columnas para que salga el tampón de 
almacenamiento de las columnas (las columnas utilizadas venían 
preparadas con un volumen de resina de 4 ml al 50% con etanol 
al 20%).  
3.- Se lava la columna con 8 ml de PBS. 
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4.- Se añaden 6 ml de tampón de bloqueo/elución de biotina para 
bloquear cualquier sitio de unión a la biotina no reversible. 
5.- Se elimina la biotina de los sitios reversibles añadiendo 12 ml de 
tampón de regeneración. 
6.-  Se carga la muestra y se controla el flujo de elución. En nuestros 
experimentos el flujo fue 0,39 y 0,430 ml/min, flujo dentro del 
rango de idoneidad. 
7.- Una vez que la muestra pasa a través de la columna, se añade 
PBS para forzar a la muestra a introducirse completamente en la 
matriz. En nuestro caso se cargaron 0,5 ml de PBS por columna 
para llegar a los 2 ml, volumen máximo aceptado por las 
columnas.  
8.- Se coloca la columna en un tubo corning estéril y se añaden 2 ml 
de PBS. Este paso se repite 6 veces y se recogen las 
correspondientes fracciones, midiéndose su absorbancia a 280 
nm. Cuando la absorbancia de las fracciones se acerque a la del 
PBS (blanco), las proteínas no unidas habrán sido eliminadas. 
9.- Se cambia la columna a otro corning estéril y se añaden 2 ml del 
tampón de elución. Este paso se repite mínimo 6 veces. Se mide 
la absorbancia de los eluatos a 280 nm y se guardan en frío las 
fracciones que presenten un pico de absorbancia a 280 nm.  El 
resto de eluatos se desechan.  En nuestro experimento, ambas 
columnas presentaron una sola fracción que presentaba 
absorbancia a 280 nm, en un caso fue el tercer eluato y en el otro 
fue el quinto. 
10.- Los eluatos se concentran con los tubos de concentración de 
moléculas superiores a 3 KDa. En nuestro caso, a partir de un 
volumen de 2 ml quedó un volumen de 0,120 ml y 0,180 ml en 
los eluatos de las dos columnas. 
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3.12. Identificación proteica de los eluatos cromatográficos. 
MALDI-TOF y huella peptídica. 
 
3.12.1. Fundamento de la técnica de análisis MALDI-TOF. 
 El MALDI-TOF es una técnica de ionización suave utilizada en 
espectrometría de masas. Se denomina MALDI por sus siglas en inglés 
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization (desorción/ ionización láser 
apoyada por una matriz) y TOF por el detector de iones que se acopla al 
MALDI y cuyo nombre procede también de sus siglas en inglés Time-Of-
Flight. 
 El MALDI-TOF permite el análisis de biomoléculas (biopolímeros 
como las proteínas, los péptidos y los azúcares) y moléculas orgánicas 
grandes (como los polímeros, los dendrímeros y otras macromoléculas) que 
tienden a hacerse frágiles y fragmentarse cuando son ionizadas por 
métodos más convencionales. 
 Para el análisis, la macromolécula es primero integrada en una 
matriz sólida que a menudo consiste en un material orgánico como ácido 
trans-3-indolacrílico y sales inorgánicas como cloruro sódico o 
trifluoruroacetato de plata. Se utiliza una matriz para proteger a la 
biomolécula de su destrucción y para facilitar la vaporización y la 
ionización. La muestra es entonces irradiada con un láser pulsado, como 
un láser de nitrógeno. La mayoría de la energía producida por el láser es 
absorbida por la matriz  provocando la expulsión de iones de la matriz 
electrónicamente excitados, cationes y macromoléculas neutras, que crean 
una densa nube de gas por encima de la superficie de la muestra. La 
macromolécula es ionizada por las colisiones y formación de complejos con 
pequeños cationes. Las biomoléculas ionizadas  son aceleradas en un 
campo eléctrico (sistema de cuadrupolo), el campo eléctrico se ajusta con 
unos parámetros para una determinada relación masa/carga, de modo que 
las moléculas que no cumplan los requisitos de esa relación serán 
desviadas de la trayectoria. Las moléculas que presentan las 
características adecuadas y consiguen pasar correctamente a través del 
campo eléctrico entran en el “tubo de vuelo”. 
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 El tiempo de vuelo (TOF) se basa en que para una energía cinética 
constante, la masa y la velocidad de los iones están interrelacionadas. Los 
campos eléctricos se utilizan para darle a los iones una energía cinética 
conocida. Si se conoce la energía cinética, se sabe la distancia que viajan 
los iones y también el tiempo que les lleva viajar y entonces se puede 
determinar la masa de los iones.   
 El “tubo de vuelo” consiste en un espacio al vacío para permitir a 
los iones viajar de un extremo del instrumento al otro sin la resistencia 
producida por el choque con las moléculas de aire, que alterarían la 
energía cinética de la molécula. 
 Con esta técnica se pueden detectar moléculas con masas entre 
400 y 350.000 Da, y dependiendo de la sofisticación del equipo la 
sensibilidad puede variar entre un rango de 10-15 a 10-18 M (femtomolar y 
attomolar respectivamente). 
3.12.2. Procesado de los datos obtenidos por espectometría de masas. 
Identificación proteica usando el programa MASCOT. 
 El MASCOT es un potente programa desarrollado por Matrix Science 
para el análisis de datos proteómicos en red. Este programa tiene recogida 
numerosa información sobre masas asignadas a infinidad de péptidos. El 
MASCOT utiliza todas las bases de datos de péptidos y proteínas 
disponibles (NCBInr, Trembl, Swissprot, Java script) y compara los datos 
recogidos en el análisis MALDI-TOF con todos los patrones de péptidos y  
proteínas conocidos hasta la fecha. Los datos integrados en MASCOT son 
analizados estadísticamente y al resultado de las proteínas identificadas se 
le asigna un score de probabilidad. 
 El score es 10*Log (p), donde “p” es la probabilidad de que el 
resultado sea un evento casual (p<0,05), si el péptido o la proteína 
identificada presenta un score ≥ al asignado por la búsqueda, indica que 
los datos del análisis coinciden con la proteína asignada o presenta una 
alta homología.  
 El MASCOT permite realizar varios tipos de rastreos de proteínas. 
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 A partir de la huella peptídica. La huella peptídica de una 
proteína es el patrón de péptidos fruto de su digestión por una 
enzima. La huella peptídica de las proteínas es altamente 
específica, pudiendo ser suficiente para la identificación de una 
determinada proteína. Este análisis es mucho más fiable que las 
identifcaciones obtenidas a partir del patrón de migración en PAGE 
o a partir del tiempo de retención de un HPLC. El handicap de este 
proceso es la elección correcta de la enzima para realizar la 
digestión. Se debe utilizar una enzima que digiera las proteínas en 
péptidos con masas por encima del umbral de detección del MALDI-
TOF (~500 Da). Se suele utilizar la tripsina o enzimas con una 
especificidad superior. 
 A partir de un sondeo de secuencia (sequences query), que 
combina la masa molecular de uno o más péptidos con secuencias 
y datos de los fragmentos iónicos.  La fuente usual de la 
información de una secuencia peptídica es una interpretación del 
espectro de masas, determinación que en algunos casos puede ser 
difícil y ambigua. Sin embargo, habitualmente además del pico 
principal con el que se hace la primera interpretación, se pueden 
encontrar una serie de picos que ofrecen datos sobre 3 o 4 residuos 
de una secuencia peptídica. El primer pico sirve para estrechar el 
cerco sobre el patrón de la secuencia identificada, y los otros picos 
ofrecen información sobre posibles variantes y sobre un margen de 
error asignado a la secuencía de interés. El perfil de las proteínas, 
en el caso de esta búsqueda, va asignado a posibles variantes de la 
secuencia y al error de tolerancia cada uno con su score 
probabilístico correspondiente. Toda esta información obtenida 
ofrece una mayor garantía sobre las proteínas identificadas. 
 A partir del espectro de masas iónico (MS/MS). Se realiza la 
búsqueda a partir de los picos obtenidos en la espectometría de 
masas y se comparan con un listado de picos conocidos. Se 
puede realizar la búsqueda de un solo péptido, pero su eficiencia 
aumenta cuando se compara con listados de péptidos analizados 
                  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
  
 - 125 - 
por LC-MS/MS (espectrometría de masas con previa separación 
por cromatografía liquida), de tal manera que la similitud de un 
número suficiente de péptidos en la muestra con los de una 
misma proteína ofrece una alta garantía de que la identificación 
sea correcta. Tiene la ventaja de que se pueden analizar mezclas 
de proteínas complejas sin previa digestión enzimática, por 
ejemplo a partir de muestras migradas en geles SDS-PAGE 1D y 
2D. Además, tampoco está tan sujeta como el análisis de la 
huella peptídica a la homología de los péptidos presentes en una 
muestra con los encontrados en las bases de datos disponibles. 
La desventaja es que esta técnica presenta una escasa 
sensibilidad.   
3.12.3. Análisis de los eluatos de GSH y AEBSF-biotinilado. 
 Una vez obtenidos los eluatos de los dos tipos cromatografías de 
afinidad, fueron enviados para su análisis a sendos servicios de proteómica 
disponibles en la ciudad de Valencia. Se enviaron alícuotas de los eluatos 
al servicio de proteómica de la Universidad de Valencia, donde se realizó 
una electroforesis con los dos eluatos de la cromatografía de afinidad por el 
GSH y con uno de los eluatos de las proteínas afines al AEBSF-biotinilado. 
Tras realizarse la electroforesis, se realizó la tinción del gel con plata y 
posteriormente se procedió a la identificación por MALDI-TOF a partir del 
bandeado proteico. En el servicio perteneciente al centro de investigación 
del Príncipe Felipe, se realizó un análisis de la huella peptídica por las 
técnicas de espectometría de masas, MALDI-TOF y LC-MALDI. Para 
confirmar los resultados  
    
3.13. Actividad proteín fosfatasa.  
 
 Las actividades in vivo de las proteín fosfatasas se determinaron a 
partir de tejido fresco, y se utilizaron 5 ratas por condición en el caso de 
las serín/treonín y tirosín fosfatasas, y 3 para la determinación de las 
actividades MKPs. In vitro se realizaron un total de 5 réplicas para el 
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seguimiento temporal de la actividad PP2A y de 6 réplicas para determinar 
el mecanismo de acción de la pentoxifilina. 
 Para llevar a cabo este propósito, se utilizaron kits comerciales para 
determinar las actividades serín/treonín y tirosín fosfatasas (Promega). El 
método utilizado para cuantificar el fosfato libre generado en la reacción es 
un método no radioactivo que mide espectrofotométricamente la 
absorbancia de un complejo formado por una sonda de molibdato/verde 
malaquita unida a fosfatos.  
 El rango de sensibilidad en la liberación de fosfatos en este sistema 
es de 100-4000 pmoles de fosfato. La parte inferior de este rango es menos 
sensible que los métodos radioactivos. Trabajando en la parte alta del 
rango se reduce la posibilidad de detectar actividades aberrantes 
producidas por la promiscuidad de algunos fosfatos. En este rango de 
sensibilidad, se pueden detectar niveles de fosfato del orden nanomolar. 
Con este método se puede medir la actividad de diversas fosfatasas en 
muestras parcialmente purificadas y también en extractos de tejidos 
celulares. 
 El principio del método es igual para medir la actividad de todas las 
fosfatasas; no obstante, lo que determinará la especificidad de una 
fosfatasa u otra será el sustrato fosforilado, el tampón de reacción y los 
correspondientes inhibidores de fosfatasas utilizados. 
 Tampones para la determinación de la actividad fosfatasa. 
 Como la mayoría de las familias de enzimas, las fosfatasas poseen 
diversas condiciones óptimas y no existe un tampón universal para todas 
ellas. 
 Los tampones fosfato no son compatibles (ej. glicerol fosfato) y 
pueden interferir con el análisis, dependiendo de su concentración, pureza 
y estabilidad en medio ácido. 
 Altas concentraciones de agentes reductores pueden anular el color 
de la sonda resultando en una menor sensibilidad. El β-mercaptoetanol al 
0,1% reduce la sensibilidad sobre un 20%. 
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 Algunos detergentes pueden usarse a una concentración ≤0,1%, 
pero concentraciones superiores pueden generar background. Si fuera 
necesario utilizar una concentración elevada de un detergente, la misma 
cantidad del mismo se debería añadir al patrón para corregir el 
background. 
 Los tampones idóneos para fosfatasas generalmente incluyen un 
agente reductor a bajas concentraciones, un quelante de cationes 
divalentes y distintos inhibidores de proteasas. Hasta un 1% de detergente 
(ej. Triton X-100) puede ser usado para analizar proteínas de membrana, si 
la dilución de la muestra es apropiada. 
 Se escoge el tampón adecuado dependiendo de si vamos a analizar 
fosfatasas de membrana o intracelulares.  
 Este método es compatible con numerosos tampones, agentes 
reductores, detergente y glicerol. 
 Procesado de las muestras. 
 Los lisados celulares y extractos de tejidos suelen contener  
concentraciones milimolares de fosfato libre que podrían interferir con el 
análisis. Además, altas concentraciones de ATP pueden incrementar el 
ruido de fondo y producir fosforilación por contaminación de kinasas. Por 
ello, se requiere eliminar esos componentes de las muestras utilizando un 
paso previo de cromatografía de exclusión. 
 El método de extracción puede influenciar la recuperación de 
fosfatasas y la presencia de inhibidores de estas enzimas. 
 Sustratos fosforilados. 
 El kit para medir la actividad serín/treonín fosfatasa proporciona 
un fosfopéptido que es reconocido específicamente por la PP2A, la PP2B y 
la PP2C (no es reconocido por la PP1), y el kit para medir la actividad 
tirosín fosfatasa proporciona un sustrato general para tirosín fosfatasas.  
 Otros sustratos naturales de las fosfatasas de interés pueden ser 
usados. Algunas de estas proteínas vienen purificadas parcialmente de la 
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casa comercial, pero usualmente requieren una diálisis para remover los 
fosfatos libres antes de empezar.  En el caso del análisis de la actividad 
MKP2 y MKP3, se utilizó como sustrato ERK 1/2 fosforilado (Bionova) libre 
de fosfatos. 
 Inhibidores de fosfatasas. 
 Existe una variedad de inhibidores de fosfatasas con espectros de 
acción distintos que permiten manipular de forma sencilla las condiciones 
experimentales para inhibir unas fosfatasas u otras de forma más o menos 
específica. La tabla 8 muestra la acción de varios inhibidores sobre la 
actividad fosfatasa. 
 
Tabla 8.-Efecto de inhibidores de fosfatasas sobre la actividad de las tirosín 
fosfatasas (PTPs) y sobre serín/treonín fosfatasas (PPPs). ++++ alta actividad; 
++ moderada actividad; - actividad nula. 
 












PTPs - ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
PP-2A ++++ - ++++ ++++ - ++++ 
PP-2B ++ - ++++ - ++++ - 
PP-2C ++++ - - ++++ ++++ ++++ 
 
3.13.1. Procedimiento.  
1.- Se homogeneiza el tejido o el lisado celular a 0-4ºC durante 30 s 
usando 1 g de tejido en 3 ml de tampón de homogeneización.   
2.- Se centrifugan los homogenados a 100.000 xg a 4ºC durante 1 h, 
y recogemos el sobrenadante. 
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3.- Se eliminan los fosfatos por cromatografía de exclusión. Los kits 
proporcionan columnas y resinas de sephadex para realizar este 
paso. 
4.- Se determina la concentración de proteínas de las muestras y se 
prepara una dilución de las muestras, que contenga 50 µg de 
proteínas a partir de tejido o 35 µg a partir de células en 175 µl 
de tampón de homogeneización. 
5.- Se prepara la dilución de la sonda de molibdato. Se añaden 10 µl 
de la sonda de molibdato para 1 ml de la solución de la sonda.  
6.- Se prepara el fosfopéptido que se va a utilizar como sustrato. Se 
prepara el fosfopéptido a una concentración 1 mM con agua libre 
de fosfatos (proporcionada en el Kit). Por lo general, se usan 5 µl 
del sustrato reconstituído en 50 µl de reacción (100 µM), dando 
como resultado una liberación de fosfatos superior a 5 
nanomoles. 
7.- Se construye una curva patrón de fosfatos, diluyendo el estándar 
de fosfato 1 mM (proporcionado en el kit) en agua libre de 
fosfatos. Se genera una solución 50 pmol/µl (50 µM) y se 
preparan diluciones que contengan 0, 100, 200, 500, 1000 y 
2000 pmol/µl en 50 µl de tampón de reacción 1X. 
8.- Se preparan 50 µl de cada punto de la recta patrón en los pocillos 
de reacción. Se realizan triplicados de cada punto de la recta. 
9.- Se añaden 10 µl de tampón 5X de la fosfatasa en estudio y  5 µl 
del fosfopéptido directamente en los pocillos de una placa de 96 
pocillos de fondo estrecho (Greiner bio-one), evitando la formación 
de burbujas. Se realizan triplicados de cada muestra. 
10.- Atemperar la muestra a temperatura ambiente durante un   par 
de minutos y empezar la reacción añadiendo 35 µl de la dilución 
de la muestra en el pocillo de reacción. 
11.- Incubar la reacción durante 15 min. 
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12.- Parar la reacción añadiendo 50 µl de la solución de la sonda de 
molibdato (1 volumen de reacción). También se añaden 50 µl de la 
solución de la sonda en los pocillos de la recta patrón. 
13.- Colocar la placa de 96 pocillos a temperatura ambiente durante 
15 min (30 min si hay más de 5 µg de proteína en la reacción, 
porque altas concentraciones de proteínas retrasan la aparición 
del color). Una vez la coloración de la solución se ha completado, 
el color se mantiene estable durante al menos 2 h. 
14.- Leer la densidad óptica de las muestras a 600-630 nm. 
3.13.2. Cálculos. 
 Con la pendiente y la ecuación de la recta obtenidas a partir de los 
datos de la recta patrón de fosfatos, se intrapolan las concentraciones de 
fosfatos en las muestras. Dividiendo la concentración de fosfatos por el 
tiempo de incubación y por la concentración de proteínas obtenemos la 
actividad.  
 La actividad se expresa en nmol/min x mg proteína. 
3.13.3. Tampones y sustratos utilizados para determinar las actividades MKP 2 
y MKP 3. 
 El sustrato utilizado para determinar las actividades de las MKP 2 y 
MKP 3 fue ERK 1/2 fosforilado a una concentración de 1 mM disuelto en el 
siguiente tampón: 
 Tampón de resuspensión de ERK 1/2 fosforilado: 
o Tris-HCl     50 mM , pH 7,5 
o NaCl      150 mM 
o DTT                                 0,25 mM 
o EGTA                             0,1 mM 
o Glicerol     30% 
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 El tampón de homogeneización para realizar los homogenados a 
partir de tejido fue el siguiente: 
 Tampón de homogeneización: 
o Tris-HCl        50 mM, pH 7,4 
o NaCl     150 mM  
o DTT     5 mM 
o EDTA    2 mM 
o Tritón X-100    0,1% 
o Cóctel de inhibidores de proteasas 10 µl/ml. 
 Lo que diferenció la determinación de las actividades de las dos 
MKPs fueron los tampones en los que se produjeron las reacciones, que 
fueron los siguientes: 
 Tampón de reacción MKP 2 (5X) (Misra-Press y cols., 1995): 
o Tris     250 mM,  pH 7.5 
o EDTA    5 mM 
o DTT     50 mM 
o Ortovanadato sódico  50 µM  
o NaF     50 mM     
 Tampón de reacción MKP 3 (5X) (Zhou y cols., 2002) : 
o MOPS    250 mM, pH 7,0 
o NaCl2    500 mM 
o EDTA    0,5 mM 
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3.13.4. Tampones y sustratos utilizados para determinar la actividad citosólica 
tirosín fosfatasa. 
 La actividad tirosín fosfatasa total se determinó en muestras de 
páncreas de rata centrifugadas a 100.000 xg, eliminando así las tirosín 
fosfatasas de membrana. Se utilizó un sustrato con afinidad por las tirosín 
fosfatasas. Este sustrato viene proporcionado por el kit de actividad tirosín 
fosfatasa (Promega), y se trata de un péptido de 1,33 KDa con un residuo 
de tirosina fosforilado y cuya secuencia es D-A-D-E-(pY)-L-I-P-Q-Q-G. 
 El tampón de homogeneización para realizar los homogenados a 
partir de tejido fue el siguiente: 
 Tampón de homogeneización: 
o Tris-HCl     50 mM, pH 7.4 
o NaCl      150 mM 
o DTT     5 mM 
o EDTA     2 mM 
o Tritón X-100    0,1% 
o Cóctel de inhibidores de proteasas 10 µl/ml. 
 El tampón de reacción para la actividad citosólica tirosín fosfatasa 
fue el siguiente: 
 Tampón de reacción PTPs (citosólica) 5X (Jarvis y cols., 2006): 
o Tris-HCl     100 mM, pH 6,8 
o DTT      50 mM 
o EDTA     5 mM 
o EGTA     5 mM 
o NaF      125 mM 
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3.13.5. Tampones y sustratos utilizados para determinar la actividades PP2A, 
PP2B (calcineurina) y PP2C. 
 El sustrato utilizado para determinar la actividad de las 
serín/treonín fosfatasas analizadas fue el mismo en los tres casos. Este 
sustrato viene proporcionado en el kit para medir la actividad ser/tre 
fosfatasa (Promega), y es un péptido de 0,75 KDa fosforilado en un residuo 
de treonina, cuya secuencia es R-R-A-pT-V-A.  
 El tampón de homogeneización para realizar los homogenados a 
partir de tejido fue el siguiente: 
 Tampón de homogeneización: 
o Tris-HCl    50 mM, pH 7,4 
o NaCl      150 mM 
o DTT      5 mM 
o EDTA     2 mM 
o Tritón X-100     0,1% 
o Cóctel de inhibidores de proteasas 10 µl/ml. 
 Para la determinación de la actividad PP2A in vitro se utilizaron 0,2 
ml del mismo tampón por cada placa Petri de 21 cm2, y las células se 
recogieron con un rascador (cell scrapper). Después fueron 
homogeneizadas igual que a partir de tejido.  
 Al igual que con las MKPs, lo que diferenció la determinación de las 
actividades de las ser/tre fosfatasas fueron los tampones de reacción, que 
fueron los siguientes: 
 Tampón de reacción PP2A 5X: 
o Imidazol     250  mM, pH 7.2 
o EGTA      1 mM 
o β-mercaptoetanol    0.1% 
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o BSA      0.5 mg/ml 
 Tampón de reacción PP2B 5X: 
o Imidazol     250 mM, pH 7,2 
o EGTA     1mM 
o MgCl2     50 mM 
o NiCl2      5 mM 
o calmodulin     25 µg/ml 
 Tampón de reacción PP2C 5X: 
o Imidazol     250 mM, pH 7,2 
o EGTA     1 mM 
o MgCl2     25 mM  
o β-mercaptoetanol    0.1% 
o BSA      0.5 mg/ml 
 
 Estos tampones fueron utilizados de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. 
 
3.14. Determinación de la concentración de  AMPc,  in vitro.  
 
 La concentración de AMP cíclico (AMPc) en las células AR42J se 
determinó con un kit (cayman), realizando 6 réplicas del experimento. 
 El principio de este kit, se basa en la competitividad entre el AMPc 
libre y el AMPc conjugado a la acetilcolinesterasa (AChE) por su unión a 
un número limitado de anticuerpos de conejo específicos contra el AMPc, 
que serán reconocidos a su vez por anticuerpos secundarios anti Ig G de 
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conejo. Mientras que la concentración del AMPc conjugado es constante, la 
del AMPc libre varía, por lo tanto, la cantidad de AMPc conjugado capaz de 
unirse a los anticuerpos será inversamente proporcional a la concentración 
de AMPc libre en el pocillo. Para determinar la cantidad del AMPc-AChE 
unido a los anticuerpos, se hacen varios lavados para eliminar los que no 
se han unido, y luego se añade un reactivo que contiene un sustrato de la 
AChE que producirá un color amarillo que se puede cuantificar por 
espectrofotometría. La intensidad del color determinada 
espectrofotométricamente es proporcional a la concentración de AMPc-
AChE e inversamente proporcional a la de AMPc. 
 La placa de 96 pocillos proporcionada en el kit es especial, ya que 
en el fondo de los pocillos va fijado el anticuerpo secundario. 
 La solución que contiene el sustrato para la AChE (reactivo de 
Ellman) contiene acetilcolina y ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico. La 
hidrólisis de la acetilcolina por la AChE produce tiocolina. La reacción no 
enzimática de la tiocolina con el ácido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico 
produce ácido 5-tio-2-nitrobenzoico que absorbe fuertemente a 412 nm. 
 La enzima es altamente estable en las condiciones del ensayo y 
presenta actividad en un rango de pH entre 5-10. La AChE sigue siendo 
activa en tampones usados habitualmente y además como el revelado se 
realiza por saturación, no se necesita parar la reacción y el color es estable 
en el tiempo.  
 El limite de detección de este kit está en 0.1 pmol/ml para 
muestras acetiladas, y de 3 pmol para muestras no acetiladas. Por eso, si 
se espera obtener una concentración baja de AMPc es conveniente acetilar 
primeramente las muestras. 
3.14.1. Procesado de las muestras. 
 Para la determinación del AMPc en células AR42J, se siguieron las 
instrucciones del fabricante. La extracción del cultivo celular para 
determinar el AMPc se realizó de la manera siguiente: 
1.- Se eliminó el medio de cultivo de las placas. 
2.- Se lavaron las placas con PBS, y se retiró posteriormente. 
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3.- Se añadieron 0,6 ml de HCl 0,1 M por cada placa de 21 cm2. 
4.- Se incubaron a temperatura ambiente durante 20 min. 
5.- Se recogieron los lisados celulares con un rascador (cell scraper). 
6.- Se transfirieron los lisados a tubos eppendorf y se resuspendieron 
por pipeteo. 
7.- Se centrifugaron a 1000 xg durante 10 min. 
8.- Se recogió el sobrenadante y se determinó la cantidad de 
proteínas por Lowry. 
9.- Se preparó una recta patrón con el estándar de AMPc con 
concentraciones de 750, 250, 83,3, 27,8, 9,3, 3,1, 0,3 y 0 
pmol/ml de AMPc. 
10.- Se acetilaron tanto las muestras como los estándares, añadiendo 
100 µl de KOH 4 M y 25 µl de anhidro acético a 500 µl de muestra 
o de estándar, se agitaron 15 s, se añadieron otros 25 µl de KOH 
4 M y se volvieron a agitar de nuevo.  
3.14.2. Procedimiento. 
 La determinación de la concentración de AMPc se realizó de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante: 
1.- Se preparan las distintas soluciones necesarias para el ensayo de 
acuerdo a las instrucciones del kit, tampón de inmunoensayo 
enzimático (EIA: solución de fosfato 1 M, NaCl 4 M, EDTA 10 mM, 
BSA 1% y azida sódica 0.1%), tampón de lavado, solución AMPc-
AChE, solución anticuerpo anti AMPc, y estándar de AMPc). Se 
debe utilizar en todo momento agua ultrapura. 
2.- Se preparan triplicados de 50 µl de diluciones de las muestras 
que contengan 10 µg de proteína. Para las diluciones se utiliza el 
tampón EIA del kit.  
3.- Se preparan triplicados con 50 µl de los estándares. 
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4.- Se les añade 50 µl de la solución del conjugado AMPc-AChE y 50 
µl del anticuerpo anti AMPc. 
5.- También se preparan triplicados de las siguientes condiciones 
para poder realizar la determinación con exactitud como:  
o Blanco: No se les añade ningún reactivo antes del  
 revelado. 
o Uniones no específicas (NSB): Se añaden 100 µl del  tampón 
EIA y 50 µl de la solución del conjugado  AMPc-AChE. No se les 
añade anticuerpo anti AMPc. 
o Máxima Unión (B0): Se ponen 50 µl del tampón EIA,  50 µl de 
la solución del conjugado AMPc-AChE y 50 µl  del anticuerpo 
anti AMPc. 
6.- Se recubre la placa y se incuba durante 18 h a 4ºC.  
7.- Se elimina el líquido de la reacción y se lava la placa 5 veces con 
el tampón de lavado. 
8.- Se añaden 200 µl de la solución de revelado (reactivo de Ellman). 
la solución de revelado se debe preparar inmediatamente antes de 
usar. 
9.- Se incuba la solución durante 90-120 min y se mide la 
absorbancia a 405-420 nm. 
10.- Para que la lectura sea correcta, la absorbancia de los  pocillos 
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Tabla 9.-Resumen de la adición de los distintos componentes de reacción en la 











Blanco - - - - 
TA - - 5µl - 
NSB 100µl - 50µl - 
B0 50µl - 50µl l 50µl 




 Se deben realizar las siguientes operaciones: 
o B*0 (Máxima unión real) = O.D. (B0) – O.D (NSB)  
o % unión de los estándares.:    % 
Bstd/B*0 = ((O.D. (Std) – O.D. (NSB))/B*0 x 100. 
o % unión de las muestras:    
 % Bmuestra/B*0= ((O.D. (muestra) – O.D. (NSB))/B*0) x  x 100  
 Se representa una gráfica con las concentraciones de AMPc de los 
estándares en las ordenadas y el log (% Bstd/B*0)) en las abscisas. 
 A partir de la ecuación se calculan las concentraciones de AMPc de 
las muestras, que se deben expresar como pmol/ml. 
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3.15. Determinación de la viabilidad de las células AR42J 
mediante el ensayo MTT.  
 
 Para determinar la concentración idónea de taurocolato suficiente 
para inducir señalización sin producir una elevada mortalidad in vitro, se 
realizaron 5 réplicas de un estudio dosis-respuesta de taurocolato en las 
células AR42J.  Se incubaron las células durante 1 h con un gradiente de 
concentración de taurocolato, que iba desde el 0 hasta el 1%. Al terminar 
esta incubación se mide la viabilidad celular. El taurocolato se disuelve en 
medio de cultivo DMEM. 
 La viabilidad fue determinada por el método MTT,  desarrollado en 
1983 (Mosman, 1983). Se basa en la reducción metabólica del bromuro 
difeniltetrazolio (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa para dar un compuesto coloreado de color azul (formazán), 
permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células 
tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y 
proliferación celular. 
 La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de 
formazán producido. 
3.15.1. Procedimiento. 
1.- Se prepara una solución stock de MTT 5 mg/ml en PBS y se filtra 
con un filtro de nylon de 0,45 µm. La solución se puede guardar a 
-20ºC, pero debe protegerse de la luz.  
2.- Se diluye la solución madre de MTT en medio de cultivo a una 
concentración final de 0,5 mg/ml. 
3.- Se retira el medio de cultivo de los pocillos donde están las 
células (placas de 24 pocillos), y se añade 0,3 ml del medio con el 
MTT.  
4.- Se incuban las células con el MTT 3 h a 37ºC y 5% CO2.  
                  MATERIALES Y MÉTODOS 
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DO células control
DO células tratadas x 100
% Viabilidad = 
5.- Se elimina el medio volcando la placa (nunca con aspirador) y se 
deja boca abajo en papel secante durante unos 30 s. No se debe 
lavar nunca con PBS. 
6.- Resuspendemos los cristales de formazán formados con DMSO 
(pipeteando o por agitación manual). Se debe añadir la misma 
cantidad de DMSO en todos los pocillos. Para placas de 24 
pocillos, con 100 µl de DMSO es suficiente. 
7.- Se recoge el formazán resuspendido con el DMSO y se diluíyen 
con DMSO en una relación 1:5. 
8.- Medimos la absorbancia (D.O) de las muestras por 
espectrofotometría a 570 nm y a 690 nm. 
 
3.15.2. Cálculos. 







3.16. Efecto de la pentoxifilina sobre la fosforilación de ERK 1/2 
inducida por taurocolato en células AR42J in vitro.  
 
 La determinación del efecto de la pentoxifilina sobre la fosforilación 
de ERK 1/2 se llevo a cabo mediante westerblotting utilizando un 
anticuerpo específico contra ERK 1/2 fosforilado (véase tabla 3). Se 
realizaron 3 réplicas del experimento y utilizó una concentración de 
taurocolato 0,3% y de pentoxifilina 12 mg/L.  
                  MATERIALES Y MÉTODOS 
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4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS. 
 
 Los resultados se han expresado como media ± desviación 
estándar. El análisis estadístico se llevó a cabo en dos pasos. En primer 
lugar, la media de los diferentes grupos se comparó utilizando el análisis 
de la varianza. Cuando la comparación global entre grupos fue 
significativa, la diferencia entre grupos individuales se determinó aplicando 
la prueba de Tukey cuando los grupos tuvieron igual número de muestras 
y la prueba de Scheffe cuando el tamaño de los grupos fue diferente, 
considerando que las diferencias fueron significativas para una p<0,05 e 
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Pancreatitis necróticaA) Pancreatitis edematosaB)













































1. GLUTAMATO CISTEÍNA LIGASA (GCL) Y 
GLUTATIÓN  REDUCIDO (GSH) EN LA 
PANCREATITIS AGUDA. 
 
1.1. Niveles de GSH en páncreas en el transcurso de la 
pancreatitis aguda. 
 
 En la PA, tanto en la necrótica como en la edematosa, se produjo 
un descenso rápido de los niveles de GSH (figura 29). En ambos casos, a 1 
hora post-inducción, en la PA necrótica estos niveles disminuyen un 64% 













Figura 29.- Evolución de los niveles de glutatión reducido (GSH) en el transcurso de la 
pancreatitis aguda. Las determinaciones se realizaron por espectrofotometría utilizando el método 
de Brigelius y colaboradores (1983) en el modelo de PA necrótica (A) y en el modelo de PA edematosa 
(B). Se utilizaron entre 3-8 ratas por grupo. Las diferencias significativas se muestran como: *p<0,05 vs 











































































Pancreatitis necróticaA) Pancreatitis edematosaB)
 A lo largo de las primeras 6 horas, en el caso de la PA necrótica, los 
niveles de GSH se mantuvieron deplecionados (29A), mientras que en la PA 
edematosa se observó una recuperación de un 36%  en los niveles de GSH 
a las 6 h post-inducción (29B).  
 
1.2. Expresión proteica de la subunidad catalítica de la GCL 
durante la pancreatitis aguda.  
 
  La GCL, enzima limitante en la síntesis de GSH, está formada por 
dos subunidades, una pequeña que tiene función reguladora (LS-GCL) y 
otra grande o pesada con función catalítica (HS-GCL).   
         




         
         
         
         
         





           
Figura 30.- Niveles proteicos de la subunidad catalítica de la GCL, HS-GCL durante la 
pancreatitis aguda. Western blotting representativo de 3-4 experimentos en los que se utilizó la α-
tubulina como control de carga. En la parte de cada imagen se representa la densitometría 
correspondiente con los valores medios y desviación estandar. Las diferencias significativas se 


























 Los resultados muestran que durante la PA necrótica no hubieron 
variaciones significativas en los niveles de expresión de la HS-GCL durante 
las primeras 6 h (figura 30A), mientras que en la PA edematosa si que 
aumentó significativamente a la hora post-inducción (figura 30B). 
 
1.3. Unión del factor transcripcional c-MYC a los promotores de 
los genes de la GCL.  
 
 Durante la PA edematosa, c-MYC apareció unido a los promotores 
de la GCL, tanto de la subunidad catalítica (figura 31A), como de la 











Figura 31.- Unión del factor transcripcional c-MYC a los promotores de la subunidades 
catalítica (A) y reguladora (B) de la GCL en la pancreatitis aguda edematosa. Análisis de la 
expresión génica por PCR semicuantitativa con primers específicos para los promotores de la 
subunidades HS-GCL y LS-GCL Las muestras fueron sometidas a una inmunoprecipitación de 
cromatina, (ChIP) con un anticuerpo contra c-MYC. Se utilizó un control positivo (Input) y un control 
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 La proteína c-MYC también apareció unida a los promotores de los 
genes hs-gcl y ls-gcl, 1 h después de la inducción de la pancreatitis 











Figura 32.- Unión del factor transcripcional c-MYC a los promotores de la subunidades 
catalítica (A) y reguladora (B) de la GCL en la pancreatitis aguda necrótica. Análisis de la 
expresión génica por PCR semicuantitativa con primers específicos para los promotores de la 
subunidades HS-GCL y LS-GCL. Las muestras fueron sometidas a una inmunoprecipitación de 
cromatina, ChIP con un anticuerpo que reconoce c-MYC. Se utilizó un control positivo (Input) y un 
control negativo (No Anticuerpo, No Ac). 
 
 
1.4. Activación de la vía de c-MYC y de la MAP kinasa ERK 1/2 
en la pancreatitis aguda. 
 
 La síntesis de la GCL está mediada por la vía de señalización de c-
MYC y ERK 1/2 en situaciones de estrés (Benassi y cols., 2006).  ERK 1/2 
y c-MYC aparecieron fosforilados 1 h después de la inducción de la PA 
edematosa (figura 33A) y también 1 h después de la inducción de la PA 
necrótica (figura 33B). En el caso de la PA necrótica, el mayor nivel de 
fosforilación de ERK 1/2 se encuentra a las 0,5 h de l, mientras que el de 

























































































Figura 33.- Niveles de las proteinas c-MYC, c-MYC fosforilado y ERK 1/2 fosforilado en el 
transcurso de la PA edematosa (A) y PA necróti ca (B). Western blotting  representativo de 3 y 4 
experimentos respectivamente en los que se utilizó la α-tubulina como control de carga.  
 
 
1.5. Actividad citosólica de la ribonucleasa pancreática en la 
pancreatitis aguda. 
 
 La actividad de la ribonucleasa pancreática se determinó en 
extractos citosólicos de ratas control, ratas con PA edematosa y ratas con 
































páncreas de ratas control y con PA edematosa fue baja, 102 ± 40 y 85 ± 80 
unidades kunitz/mg proteína respectivamente, mientras que la actividad 
aumentó varias veces en el grupo de ratas con PA necrótica, siendo su 
actividad 750 ± 245 unidades kunitz/ mg proteína. Como control positivo 
se utilizó ribonucleasa pancreática porcina pura cuya actividad fue de 














Figura 34.- Actividad citosólica de la ribonucleasa pancreática en la pancreatitis aguda. La 
actividad se determinó en extractos citosólicos de páncreas de ratas control, ratas con pancreatitis aguda 
necrótica (taurocolato) y ratas con PA edematosa (ceruleína). Se utilizarón 5 ratas por grupo para 















































Control Control Tau 30' Tau 30' 
+AEBSF+AEBSF




# # # #
2. DEGRADACIÓN DE GLUTATIÓN REDUCIDO 
EN PÁNCREAS EN LA PANCREATITIS AGUDA 
NECRÓTICA. 
 
2.1. Tasa de degradación de glutatión reducido en homogenados 
de páncreas de ratas control y con PA necrótica. 
 
 La tasa de degradación de GSH se obtuvo a partir de homogenados 
de páncreas de ratas control y ratas con PA necrótica incubados con GSH 















Figura 35.- Tasa de degradación de glutatión reducido en homogenados de páncreas de 
ratas control y con pancreatitis necrótica, en presencia y ausencia de AEBSF. La tasa aparece 
expresada en µicromol/minuto x g de tejido (A) y en nmol/minuto x mg de proteína (B). Se utilizaron 
un total de 6 ratas por cada condición. La diferencia estadística se expresa como: ** p<0,01 vs. control, y 
##; p<0,01 vs. taurocolato. 
 
 
  La tasa de degradación de GSH del grupo con PA necrótica fue 
mucho mayor que la tasa de los grupos controles, y el AEBSF la prevenía 
significativamente (figura 35). Los valores obtenidos fueron (Grupo) control: 
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+AEBSF















































AEBSF: 0,09 ± 0,08 µg/min g tejido; 2,6 ± 5,4  nmol/min x mg proteína; 
taurocolato: 1,27 ± 0,23 µg/min x g tejido; 31,4 ±  5,5  nmol/min x mg 
proteína; taurocolato + AEBSF: 0,16 ±  0,14 µg/min x g tejido; 3,07 ±  2,69  
nmol/min x mg proteína.   
 
2.2. Tasas de formación de glutamato y de cisteína en 
 homogenados de páncreas de ratas control y con pancreatitis 
 aguda necrótica. 
 
 Las tasas de formación de glutamato y de cisteína fueron obtenidas 
a partir de los mismos homogenados utilizados para la determinación de la 
tasa de degradación de GSH.  
 La tasa de  formación de glutamato está en rangos superiores a los 
de la degradación de GSH, y fue significativamente mayor en los 
homogenados de ratas con PA necrótica en comparación a los del grupo 















Figura 36.- Tasa de formación de glutamato en homogenados páncreas de ratas control y 
con pancreatitis necrótica, en presencia o ausencia de AEBSF. La tasa aparece expresada en 
µmol/minuto x g de tejido (A) y en nmol/min x mg de proteína (B). Se utilizaron un total de 6 ratas por 
























































 El AEBSF no tuvo ningún efecto sobre la formación de glutamato 
en los controles, pero previno de manera significativa la formación de 
glutamato en el grupo con PA necrótica (figura 36). Los valores obtenidos 
fueron (Grupo) control: 1,7 ± 1,4 µg/min x g tejido; 34,4 ± 30,8  nmol/min 
x mg proteína; control + AEBSF: 1,8 ± 1,4 µg/min x g tejido; 48,8 ± 38,5 
nmol/min x mg proteína; taurocolato: 11,26 ±  1,8 µg/min x g tejido; 235,6 
±  38,2 nmol/min x mg proteína; taurocolato + AEBSF: 3,5 ±  1,04 µg/min 
x g tejido; 76,2 ±  25,7  nmol/min x mg proteína.   
 La tasa de formación de cisteína en homogenados de rata presenta 
unos valores que aparecen en el mismo rango que la tasa de degradación 
de GSH. Además, en el caso de las ratas con PA necrótica la tasa de 
formación de cisteína fue significativamente mayor respecto a los del grupo 

















Figura 37.- Tasa de formación de cisteína en homogenados de páncreas de ratas control y 
con pancreatitis necrótica, con y sin AEBSF. La tasa aparece expresada en µmol/minuto x g de 
tejido (A) y en nmol/ min x mg de proteína (B). Se utilizaron un total de 6 ratas por cada condición. La 
diferencia estadística se expresa como: ** p<0,01 vs. control y ## p<0,01 vs. taurocolato. 
 
 
La tasa de formación de cisteína del grupo con PA necrótica se 
previene totalmente en presencia del AEBSF (figura 37). Los valores 
obtenidos fueron (Grupo) control: 0,02 ± 0,1 µg/min x g tejido; 1,6 ± 5 
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1,61 ± 4,5 nmol/min x mg proteína; taurocolato: 1,56 ±  0,4 µg/min x g 
tejido; 36,7 ±  9 nmol/min x mg proteína; taurocolato + AEBSF: 0,04 ±  0,1 
µg/min x g tejido; 1,1 ±  3,2  nmol/min x mg proteína.   
 
2.3. Actividad de la γ-glutamil transpeptidasa (γ-GT) en 
homogenados de páncreas. Efecto del AEBSF y la acivicina y 
de la ultracentrifugación a 200.000 xg. 
    
  Se determinó la actividad de la γ-GT en los homogenados de 
páncreas de rata en los que se había estimado la degradación de GSH y la 
formación de glutamato y de cisteína. Los resultados mostraron que todos 
presentaban actividad  γ-GT, no sólo en los de ratas con PA necrótica sino 
también en los de ratas control, siendo la actividad media de 135 ± 28 
nmol/min x mg proteínas y 141 ± 34 nmol/min x mg proteínas 
respectivamente.   
 Por lo tanto los siguientes experimentos se realizaron con el 
propósito de comprobar si la γ-GT era la responsable de la degradación de 
GSH detectada en los homogenados de páncreas de ratas con PA necrótica.  
 Para ello tomaron los cinco homogenados de páncreas con la 
actividad  más cercana a la media y se incubaron con un gradiente de 
concentración de acivicina, un inhibidor específico de la γ-GT. Ese 
gradiente cubría un rango de 0 a 5 mM. También se incubaron los 
homogenados en presencia de AEBSF 1 y 5 mM para ver el efecto del 
AEBSF sobre la actividad γ-GT.  
 La actividad de la γ-GT fue sensible al aumento de concentración 
de acivicina, disminuyendo su actividad un 50%-70% con concentraciones 
de acivicina que comprenden entre 0,25 y 5 mM, mientras que el AEBSF 
no afectó de manera significativa a su actividad (figura 38). 
 
 






















































Figura 38.- Actividad de la γ-glutamil transpeptidasa en homogenados de páncreas de 
rata. Los homogenados se incubaron en presencia de concentraciones crecientes de acivicina de 0,25, 
0,5, 0,75 y 5 mM y en presencia de AEBSF 1 y 5 mM.  Se utilizaron un total de 5 homogenados de 





 Otra característica que observamos en la determinación de las 
actividades enzimáticas en estudio, es que las condiciones idóneas para la 
actividad γ-GT (tampón Tris 0,1 M, pH 8,25) difieren de las utilizadas para 
la tasa de degradación de GSH (tampón fosfato potásico 0,1 M, pH 7,4). 
Por consiguiente, examinamos la actividad γ-GT en tampón fosfato 0,1 M y  
pH 7,4 para determinar si la γ-GT es activa en esas condiciones.  
 No se detectó actividad alguna de la γ-GT en tampón fosfato 0,1 M 
pH 7,4, contrastando con la actividad de los controles positivos, 
homogenados sonicados y centrifugados a 3000 xg, donde la actividad γ-
GT determinada en Tris 0,1 M pH 8,25 era de un orden sustancialmente 
superior incluso a la actividad γ-GT detectada en los homogenados  (tabla 
10). 
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Tabla 10.- Actividad de la γ-GT en las condiciones óptimas para la detección de la tasa de 
degradación de GSH. Se determinó la actividad γ-GT media de 3 homogenados de páncreas de rata 
(C+) para la actividad γ-GT y de los mismos homogenados de páncreas de rata usando como solución 
para la reacción, tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 en las condiciones que se indica. Los datos están 





 A pesar de que parece poco probable que la γ-GT sea la responsable 
directo de la depleción de GSH en los homogenados de páncreas de ratas 
con PA necrótica, se decidió eliminar su interferencia de las muestras para 
realizar los futuros experimentos preparando extractos citosólicos a partir 
de páncreas de rata.  
 La figura 39 representa la determinación de la actividad γ-GT en los 
controles positivos (sonicados) y negativos (ultracentrifugados a 200.000 
xg) incubados con concentraciones de acivicina 0, 0,25 y 0,5 mM. El 
resultado de este ensayo confirmó que en los controles positivos la 
actividad γ-GT disminuye significativamente al aumentar la concentración 
de acivicina, y en los controles negativos la centrifugación a 200.000 xg 




Control positivo: Homogenados de páncreas sonicados y centrifugados a     
3000 xg. 
Condiciones actividad γ-GT: Tampón Tris 0,1 M pH 8,25. 
 
 596 ± 37 
nmol/min 
x mg prot 
 
Homogenados con acivicina 10 µM centrifugados a 13.000 xg.  





Homogenados  con acivicina 10 µM centrifugados a 200.000 xg.  























































Figura 39.- Eliminación de la actividad de la γ-glutamil transpeptidasa en homogenados 
de páncreas de rata. Se prepararon controles positivos para la actividad γ-GT (homogenados 
sonicados y centrifugados a 3000 xg) y controles negativos (homogenados ultracentrifugados 1 h  a 
200.000 xg) incubados en presencia de concentraciones de acivicina de 0, 0,25 y 0,5 mM.  Se utilizaron un 
total de 5 homogenados de páncreas de rata y se prepararon en las condiciones óptimas para la 
determinación de la enzima (tampón: Tris pH 8,25; sustratos: γ-glutamyl-4-nitroanilida y glicilglicina). 
La diferencia estadística se expresa como: * p<0,05 vs. control y ** p<0,01 vs. control. 
 
 
2.4. Tasa de degradación de glutatión reducido en extractos 
citosólicos de páncreas de ratas control y de ratas con PA 
necrótica. 
 
 La tasa de degradación de GSH fue determinada en extractos 
citosólicos centrifugados a 200.000 xg con una concentración de acivicina 
de 0,25 mM en el tampón de homogeneización. Esta tasa presentó el 
mismo perfil que en el caso de los homogenados, es decir, en los controles 




















































mientras que en los extractos de páncreas de ratas con PA necrótica se 
observó un aumento significativo de la tasa, prevenido en presencia del 
AEBSF (figura 40).  
 











Figura 40.- Tasa de degradación de glutatión reducido en extractos citosólicos de páncreas 
de ratas control y con pancreatitis necrótica, con y sin AEBSF. La tasa aparece expresada en 
µmol/miin x gramo de tejido (A) y en nmol/min x mg de proteína (B). Se utilizaron un total de 5 ratas 






 Los valores de las tasas de degradación de GSH correspondientes a 
los extractos citosólicos están en el rango de las tasas obtenidas en los 
homogenados (figura 40). Los valores obtenidos fueron (Grupo) control: 
0,19 ± 0,14 µg/min x g tejido; 3,4 ±  3  nmol/min x mg proteína; control + 
AEBSF: 0,11 ±  0,14 µg/min x g tejido; 2,4 ±  3,7 nmol/min x mg proteína; 
taurocolato: 1,05 ±  0,2 µg/min g tejido; 21 ±  5 nmol/min x mg proteína); 
taurocolato + AEBSF: 0,06 ±  0,01 µg/min x g tejido; 1,5 ±  2,6  nmol/min 
x mg proteína. 
  También se determinó la tasa de degradación de GSH endógeno 
durante la PA necrótica. Se incubaron otros extractos citosólicos de 
páncreas de ratas control y ratas con PA necrótica sin adición de GSH 
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prepararon los mismos extractos añadiéndoles GSH exógeno 2mM. La 
determinación se realizó del mismo modo que en los apartados anteriores. 
 Como se puede observar en la figura 41, sí que es posible detectar 
la tasa de degradación de GSH endógeno en los extractos citosólicos y 













Figura 41.- Tasa de degradación de glutatión reducido endógeno en extractos citosólicos 
de páncreas de ratas con pancreatitis necrótica, en presencia y ausencia de AEBSF y GSH 
exógeno. La tasa aparece expresada en µmol/min x g de tejido (A) y en nmol/min x mg de proteína 
(B). Se utilizaron un total de 5 ratas por cada condición. Como referencia se representa también en la 
gráfica la tasa de degradación de GSH de los mismos extractos citosólicos añadiendo GSH exógeno 2 




  El rango de la tasa de degradación de GSH endógeno en los 5 
minutos es 8 veces inferior que cuando se les añade GSH exógeno a los 
extractos citosólicos (figura 41). Los valores obtenidos fueron (Grupo) 
taurocolato + GSH exógeno: 1,10± 0,4  µg/min x g tejido; 34,2 ± 11,9  
nmol/min x mg proteína; taurocolato + GSH exógeno + AEBSF: 0,09 ±  
0,08 µg/min x g tejido; 2,7 ± 4,6 nmol/min mg x proteína; taurocolato sin 
GSH exógeno: 0,14 ±  0,08 µg/min x g tejido; 4,1 ±  2,1 nmol/min  x mg 
proteína; taurocolato sin GSH exógeno + AEBSF: 0 ±  0, µg/min x g tejido; 






















































2.5. Tasas de formación de glutamato y cisteína en extractos 
citosólicos de páncreas de ratas control y con PA necrótica. 
 
 Las tasas de formación de glutamato y cisteína se determinaron en 
los mismos extractos citosólicos en los que se determinó la tasa de 
degradación de GSH (véase figura 40). 
 La formación de glutamato fue significativamente mayor en 
extractos citosólicos de ratas con PA necrótica respecto a los de ratas 
control, y disminuyó significativamente al incubar los extractos citosólicos 












Figura 42.- Tasa de formación de glutamato en extractos citosólicos de páncreas de ratas 
control y con pancreatitis necrótica, presencia y ausencia AEBSF. La tasa aparece expresada 
en µmol/ min x g de tejido (A) y en nmol/min x mg de proteína (B). Se utilizaron un total de 5 ratas por 
cada condición. La diferencia estadística se expresa como: ** p<0,01 vs. control y ## p<0,01 vs. 
taurocolato. 
 
 El rango de valores de la tasa de formación de glutamato de los 
extractos citosólicos (figura 42) es inferior al rango obtenido en los 
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grupo de ratas con PA necrótica. Los valores obtenidos fueron (Grupo) 
control: 0 ±  0 µg/min x g tejido; 0 ± 0 nmol/min x mg proteína; control + 
AEBSF: 0,18 ±  0,31 µg/min x g tejido; 3,1 ±  5,3 nmol/min x mg proteína; 
taurocolato: 4,94 ±  1,05 µg/min x g tejido; 130,2 ±  20,2 nmol/min x mg 
proteína; taurocolato + AEBSF: 0,85 ±  0,24 µg/min x g tejido; 20,56 ±  
12,25nmol/min x mg proteína.  
 La formación de cisteína fue significativamente mayor en extractos 













Figura 43.- Tasa de formación de cisteína en extractos citosólicos de páncreas de ratas 
control y con pancreatitis necrótica, con y sin AEBSF. La tasa aparece expresada en µmol/min x 
g de tejido (A) y en nmol/min x mg de proteína (B). Se utilizaron un total de 5 ratas por cada condición. 
La diferencia estadística se expresa como: # p<0,05 vs. taurocolato. 
 
 
 La tasa de formación de cisteína de los extractos citosólicos está 
dentro del mismo rango de valores que la tasa de degradación de GSH de 
los mismos extractos y de la tasa de formación de cisteína que presentaron 
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control: 0,41 ±  0,39 µg/min x g tejido; 7,54 ± 7,02 nmol/min x mg 
proteína; control + AEBSF: 0 ±  0, µg/min x g tejido; 0 ±  0 nmol/min x mg 
proteína; taurocolato: 1,09 ± 0,44 µg/ min g tejido; 28 ± 13 nmol/min mg 
proteína; taurocolato + AEBSF: 0,02 ±  0,04 µg/min x g tejido; 0,69 ±  1,1  
nmol/min x mg proteína. 
 
3. IDENTIFICACIÓN DE POSIBLES ENZIMAS 
RESPONSABLES DE LA DEGRADACIÓN DE 
GSH EN LA PANCREATITIS AGUDA 
NECRÓTICA. 
 
 Durante la pancreatitis aguda se produce una disminución de los 
niveles de GSH que no se debe a la oxidación del mismo a GSSG. Por lo 
tanto, esa disminución de los niveles de GSH en el citosol de las células 
pancreáticas es producida por otro mecanismo, entre los que cabe 
destacar la conjugación del GSH con otras moléculas o su hidrólisis. En 
base a los resultados anteriormente expuestos, podemos pensar que al 
menos una parte de esa disminución podría deberse a la hidrólisis del 
GSH. Habiéndose descartado a la γ-GT como responsable de la 
degradación de GSH, uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral ha sido 
intentar estrechar el círculo de las posibles enzimas implicadas en esta 
degradación y tratar de averiguar cuál es el mecanismo que produce la 









































3.1. Análisis de la carboxipeptidasa B y de la tripsina como 
posibles efectoras de la degradación de GSH en la 
pancreatistis aguda necrótica. 
 
 La carboxipeptidasa B (CPB) y la tripsina son enzimas digestivas y 
ambas degradan proteínas y péptidos por su extremo carboxiterminal. 
Aunque en principio actúan sobre residuos básicos, como la lisina y la 
arginina, y en el caso de la CPB también la histidina, son enzimas 
potencialmente capaces de producir también la degradación  del GSH.  
Además se sabe que la tripsina es una enzima inhibida por el AEBSF como 
otras serín peptidasas. 
 Se determinó la actividad de CPB de páncreas porcino pura (10 
unidades de enzima) en tampón fosfato 0,1 M y pH 7,4, comparándola con 
la actividad en sus condiciones óptimas, que se dan en tampón compuesto 
por Tris 0,25 mM, NaCl 100 mM, pH 7,7. Además, se midió su actividad en 















Figura 44.- Actividad de la carboxipeptidasa B pura. Se midió la actividad de la CPB (10 
unidades) sobre el sustrato hipuril arginina en las condiciones óptimas (tampón Tris 0,25 mM con NaCl 
100 mM pH  7,7) y en condiciones óptimas para la detección de la degradación de glutatión (tampón 
fosfato 0,1 M pH  7,4). Se realizaron un total de 4 réplicas del experimento. Las diferencias estadísticas 
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 Aunque se produjo una disminución de la actividad CPB en el 
tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 respecto al tampón Tris 0,25 mM, NaCl 100 
mM pH 7,7, la CPB presentó actividad en ambos tampones y además no se 
vio afectada por la presencia del AEBSF (figura 44). La actividad CPB 
expresada en unidades de actividad/ml fue de 0,28 ± 0,02 en el tampón 
Tris, y 0,30 ± 0,01 en presencia de AEBSF; su actividad en el tampón 
fosfato fue de 0,21± 0,002 y en presencia de AEBSF 0,23 ± 0,002 
unidades/ml. 
 En el caso de la tripsina, no hizo falta realizar estas pruebas 
previas porque la tripsina es activa en tampón fosfato pH 7,5 y 37ºC 
(Murthy y Saxena, 1978). Por tanto, como ambas enzimas son activas en el 
tampón fosfato 0,1 M pH 7,4, se decidió determinar la tasa de degradación 
de GSH producida por 10 unidades de cada enzima en tampón fosfato 0,1 
M, con GSH 2 mM y pH 7,4, en ausencia y en presencia del AEBSF. 
 En la tabla 11 se exponen los resultados de este experimento, 
donde no se observó hidrólisis alguna de glutatión en ninguna de las 





Tabla 11.- Determinación de la tasa de degradación de GSH producida por la 
carboxipeptidasa B y la tripsina. Se realizaron un total de 4 réplicas en un experimento en el que se 
incubaron soluciones compuestas por 10 unidades de enzima pura carboxipeptidasa B o tripsina en 
tampón fosfato 0,1 M pH  7,4, con GSH  2mM e incubadas a 37ºC. N.D: actividad no detectable. 
 
 nmol/ min x ml  
Tasa de degradación de glutatión producida por la carboxipeptidasa 
B (10 U). 
                                               
N.D 
Tasa de degradación de glutatión producida por la carboxipeptidasa 
B (10 U) en presencia de AEBSF. 
 
N.D 
Tasa de degradación de glutatión producida por la tripsina (10 U). 
 
N.D 
Tasa de degradación de glutatión producida por la tripsina (10 U) en 
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3.2. Purificación de proteínas afines al glutatión y de proteínas 
afines al AEBSF por cromatografía de afinidad en extractos 
citosólicos de ratas con pancreatitis aguda. Análisis por 
espectrometría de masas (MALDI-TOF). 
 
 Después de descartar a las tres principales enzimas potencialmente 
capaces de degradar el GSH, la γ-GT, la tripsina y la CPB, como 
responsables de la degradación de GSH en el páncreas durante la PA 
necrótica, el siguiente paso se afrontó en base a las dos características 
conocidas del mecanismo de degradación de GSH, es decir, la afinidad de 
la enzima por el GSH y su sensibilidad al AEBSF. Para estos estudios se 
realizaron sendas cromatografías de afinidad, utilizando columnas que 
retenían proteínas afines al GSH por un lado, y por otro columnas que 
retenían proteínas afines al AEBSF-biotinilado. 
 Se preparó una mezcla de extractos citosólicos de páncreas de rata 
con PA necrótica. Dos alícuotas se cargaron en columnas de retención de 
proteínas afines al GSH, y otras dos se incubaron con el AEBSF-biotinilado 
para posteriormente cargarse en columnas de retención afines a la biotina.  
 En las tablas 12 y 13 se muestra la identificación de proteínas 
afines al GSH y al AEBSF-biotinilado respectivamente, presentes en los 
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Tabla 12.- Identificación por MALDI-TOF de proteínas afines al GSH presentes en 
extractos citosólicos de páncreas de ratas con PA necrótica. Se realizó una mezcla de 5 extractos 
citosólicos de ratas con PA necrótica, se cargaron dos alícuotasen dos columnas cromatográficas de 
retención de proteínas afines al GSH y se analizaron los eluatos por espectometría de masas (MALDI-
TOF). Un score  mayor del indicado significa una alta probabilidad para la presencia real de la proteína 
identificada en la muestra (score = 10xLog (p); p<0,05).  
 
Especie (Rattus Novergicus) 





 Beta-globina                                                         
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 Glutatión-S-transferasa, mu 2                         
 
































192   
 










62   
 
Especie (Rattus Novergicus) 
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 Glutatión-S-transferasa alpha-4                      
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Tabla 13.- Identificación por MALDI-TOF de proteínas presentes en extractos citosólicos 
de páncreas de ratas con PA necrótica afines al AEBSF. Se realizó una mezcla de 5 extractos 
citosólicos de ratas con PA necrótica, se cargaron en columnas cromatográficas de retención de 
proteínas afines al AEBSF-biotinilado y se analizaron los eluatos por espectometría de masas (MALDI-
TOF).  Un score mayor del indicado significa la presencia real de la proteína identificada en la muestra 
(score = 10xLog (p); p<0,05).  
 
 
 Asimismo, se realizó una electroforesis de proteínas con dos de los 
eluatos de la cromatografía de afinidad de GSH y uno de AEBSF, y se 
procedió a la identificación a partir del bandeado proteico. 
 La figura 45 representa la tinción de plata del gel en el que se 
realizó la electroforesis de los eluatos de GSH y de AEBSF, con las 
correspondientes proteínas identificadas. En el caso de los eluatos de 
AEBSF, sólo se pudieron analizar algunas bandas, porque la gran cantidad 
de proteínas presentes en el gel hicieron difícil la recogida y separación 
correcta de las muestras para su análisis. 
 
Especie (Rattus Novergicus) 




































































































Figura 45.- Separación electroforética e identificación por MALDI-TOF de proteínas 
afines al GSH y al AEBSF presentes en extractos citosólicos de páncreas de ratas con PA 
necrótica. Se cargaron los eluatos de las cromatografías de AEBSF y GSH y se analizaron las bandas 
por espectometría de masas (MALDI-TOF). Aquí se indican las proteínas identificadas con un score 
significativo mayor al estimado por el MASCOT. En el caso de GST Mu2 y P1, estas aparecen formando 
parte de una mezcla de proteínas en dos bandas diferentes. Un score significativo indica con alta 





 Se guardaron alícuotas de los eluatos de proteínas afines al GSH 
para determinar si presentaban actividad de degradación de GSH. No se 
pudo hacer lo mismo con los eluatos del AEBSF, ya que la unión del 



























 Así pues, se determinó la tasa de degradación de GSH en los 
eluatos de GSH por si hubiera presencia de tal actividad. En los eluatos de 












Figura 46.- Tasa de degradación de GSH detectada en eluatos comatrográficos de 
proteínas afines al GSH provenientes de extractos citosólicos de páncreas de ratas con 
pancreatitis aguda necrótica. La tasa aparece expresada en nmol/min x ml. Se utilizaron un total de 





 La tasa de degradación de GSH aparece expresada en nmol/min x 
ml, porque los métodos habituales para calcular la concentración de 
proteínas, como el de Lowry o el de Bradford, no resultaron 
suficientemente sensibles para hacer una medida precisa de la 
concentración de proteínas.   
 La tasa de degradación de GSH del control negativo (H2Obd) fue de 
3,7 ± 5,2 nmol/min x ml, y la de los eluatos de GSH fue de 227 ± 103 
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4. VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE MEK 1/2 Y 
 ACTIVIDADES PROTEÍN FOSFATASA 
 DURANTE LA PANCREATITIS AGUDA. EFECTO 
 DE LA PENTOXIFILINA. 
 
4.1. Activación de la MAP quinasa quinasa MEK 1/2 en la 
pancreatitis aguda necrótica. Efecto del tratamiento con 
pentoxifilina sobre la fosforilación de MEK 1/2. 
 
 La MAP quinasa ERK 1/2, una de las principales responsables de 
la amplificación del proceso inflamatorio en el transcurso de la pancreatitis 
aguda, se activa tempranamente en la PA necrótica (véase figura 33).  
 La MEK 1/2, quinasa responsable de la fosforilación y activación de 
ERK 1/2, también se fosforiló tempranamente durante la pancreatitis 
aguda necrótica experimental, observándose un máximo de fosforilación 
media hora después de la inducción de la PA necrótica. La activación de 
MEK 1/2 se mantuvo en el tiempo al menos durante las 6 primeras horas 
del desarrollo de la pancreatitis (figura 47). 
 Una vez comprobada la activación de MEK 1/2 en el transcurso de 
la PA necrótica inducida por taurocolato, se investigó el efecto de la 
pentoxifilina sobre su fosforilación, fármaco que disminuía la fosforilación 
de ERK 1/2 (Pereda y cols., 2004). 
 Sin embargo, la pentoxifilina no produjo ningún efecto en la 
fosforilación de MEK 1/2 en ninguno de los dos tiempos investigados, a 1 y 
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Figura 47. Fosforilación de la MAP quinasa quinasa MEK 1/2 en el transcurso de la PA 
aguda experimental inducida por taurocolato. La figura muestra un western blot representativo 
















Figura 48. Efecto del tratamiento con pentoxifilina (PTX) sobre la fosforilación de MEK 
1/2 en la PA necrótica. La figura muestra un western blot representativo contra MEK 1/2 fosforilado y 































4.2. Actividades de las tirosín fosfatasas de especificidad dual, 
MKP2 y MKP3, y de las tirosín fosfatasas citosólicas en la 
pancreatitis aguda necrótica. 
 
 Algunas proteín fosfatasas de especificidad dual (DSPs) o MAPK 
fosfatasas (MKPs) como son la MKP 2 y la MKP 3 han sido relacionadas 
estrechamente con la regulación de ERK 1/2, (Camps y cols., 2000; Zhou y 
cols., 2002). 
 Sin embargo, en nuestros ensayos no se observaron diferencias 
significativas en la actividad MKP2 en páncreas entre los grupos de ratas 
control y con pancreatitis. La actividad del grupo control fue de 3,8 ± 0,7 
nmol PO4- liberado/min x mg proteína, y la del grupo con PA necrótica fue 


















Figura 49.- Actividad de la proteín fosfatasa de especificidad dual MKP2 en la 
pancreatitis aguda necrótica. La actividad MKP2 se determinó páncreas de ratas control y de ratas 
con PA necrótica, utilizándose un total de 3 ratas por grupo. Se utilizó ERK 1/2 fosforilado como 






























  La actividad de la MKP3 pancréatica tampoco se vio afectada en la 
PA necrótica, obteniéndose como resultados una actividad MKP3 del grupo 
control de 9 ± 1,1 nmol PO4- liberado/min x mg proteína y la del grupo con 




   











Figura 50.- Actividad de la proteín fosfatasa de especificidad dual MKP3 en la 
pancreatitis aguda necrótica. La actividad MKP3 se determinó en páncreas de ratas control y de 
ratas con PA necrótica, utilizándose un total de 3 ratas por grupo. Se utilizó ERK 1/2 fosforilado como 





 Las actividades MKP2 y MKP3 se determinaron por 
espectrofotometría, utilizando como sustrato ERK 1/2 fosforilado, por lo 
que la MKP3 parece ser más específica que MKP 2 en la defosforilación de 
ERK 1/2, lo que concuerda con lo descrito por Camps y colaboradores 
(2000). 
 Por otra parte, debido a la numerosa cantidad de enzimas que 

































una aproximación sobre el efecto que la PA necrótica podría producir sobre 
la actividad de las tirosín fosfatasas citosólicas (véase apartado de 
métodos).  
 Para estudiar la actividad de las PTP citosólicas en la evolución de 
la PA necrótica, se determinó dicha actividad en extractos citosólicos de 
ratas sacrificadas a 0 (controles), 1, 3 y 6 h después de haber inducido la 
PA necrótica. Esta actividad se redujo significativamente 1 h después de la 
inducción de la pancreatitis, y se mantuvo disminuida durante las 3 
primeras horas. Posteriormente, a las 6 h después de la inducción de la 
PA, la actividad había recuperado la normalidad (figura 51). Los valores de 
la actividad citosólica PTP fueron los siguientes: (Grupo) tiempo 0: 6,49 ± 
0,19 nmol PO4- liberado/min x mg proteína; tiempo 1 h: 3,6 ± 0,17 nmol 
PO4- liberado/min x mg proteína; tiempo 3 h: 3,46 ± 0,36 nmol PO4- 
liberado/min x mg proteína; tiempo 6 h: 6,72 ± 0,19 nmol PO4- 













Figura 51.- Actividad tirosín fosfatasa durante la pancreatitis aguda necrótica. Se realizó un 
estudio de la actividad tirosín fosfatasa en páncreas de ratas con PA necrótica inducida por taurocolato 
a diferentes tiempos post-inducción. La actividad se determinó a tiempos 0, 1, 3 y 6 h post-inducción de 
la pancreatitis. La actividad se expresa en nmol fosfato liberados/min mg proteína. Se utilizaron un 
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4.3. Actividades de las serín/treonín fosfatasas PP2A, PP2B 
(Calcineurina) y PP2C durante la pancreatitis aguda 
necrótica experimental. 
 
 Las ser/thr fosfatasas, PPPs, también han sido relacionadas con la 
regulación de la fosforilación de ERK 1/2 (Zhou y cols., 2002; Ikea y cols., 
2006). Por lo tanto, se midió la actividad de las tres principales PPPs, 
PP2A, PP2B y PP2C durante el transcurso de la PA necrótica experimental. 
 Las determinaciones se llevaron a cabo en un grupo de ratas 
control y en otro grupo de ratas sacrificadas 1 h después de la inducción 
de la PA necrótica.  
 Durante la PA necrótica experimental se produjo una disminución 
significativa de la actividad PP2A. Esa actividad en el grupo control  fue de 
6,01 ± 1,41 nmol PO4- liberado/min x mg proteína,  y se redujo hasta 
3,07± 0,89 nmol PO4- liberado/min x mg proteína en el grupo con PA 
necrótica (figura 52). 
 La actividad PP2B (Calcineurina) también apareció reducida en la 
PA necrótica, disminuyendo significativamente desde 6,87 ± 1,2 nmol PO4- 
liberado/min x mg proteína en el grupo control, hasta 2,65 ± 1,22 nmol 
PO4- liberado/min x mg proteína en el grupo control (figura 53). 
 Asimismo, la actividad PP2C se redujo significativamente en ratas 
con PA necrótica respecto a las ratas control. Disminuyó desde 7,4 ± 0,83 
nmol PO4- liberado/min x mg proteína en el grupo control, hasta. 4,9 ±  








































































Figura 52.- Actividad de la serín/treonín fosfatasa PP2A en la pancreatitis aguda necrótica. 
La actividad PP2A se determinó en páncreas de ratas control y de ratas con PA necrótica a 1 h post-















Figura 53.- Actividad de la serín/treonín fosfatasa PP2B en la pancreatitis aguda necrótica. 
La actividad PP2B se determinó en páncreas de ratas control y de ratas con PA necrótica a 1 h post-












































Figura 54.- Actividad de la serín/treonín fosfatasa PP2C en la pancreatitis aguda necrótica. 
La actividad PP2C se determinó en páncreas de ratas control y de ratas con PA necrótica a 1 hora post-





4.4. Efecto de la pentoxifilina sobre la actividad de las 
 serín/treonín fosfatasas en la pancreatitis aguda necrótica.  
 
 Debido a que la pentoxifilina no produjo ningún efecto sobre MEK 
1/2 (véase apartado 4.1. de resultados), se decidió investigar si la 
disminución en la fosforilación de ERK 1/2 causada por la pentoxifilina 
estaba mediada, al menos en parte, por las serín/treonín fosfatasas. Para 
ello, se  trataron animales con pentoxifilina inmediatamente después de 
haberles inducido la pancreatitis necrótica, y se sacrificaron 1 h después 
de la inducción de la pancreatitis. Las determinaciones de las actividades 
de las tres PPPs en el grupo tratado con pentoxifilina se realizaron 

































































54), siendo una condición más de los experimentos. La figura 55 muestra 
las actividades de la PP2A, PP2B y PP2C para los tres grupos, ratas 
control, ratas con pancreatitis y ratas con pancreatitis tratadas con 

























Figura 55.- Efectos de la pentoxifilina sobre las actividades, PP2A, PP2B (calcineurina) y 
PP2C en la pancreatitis aguda necrótica. Las actividades de PP2A, PP2C y PP2C fueron  
determinadas en páncreas de ratas control, de ratas con PA necrótica 1 h post-inducción y de ratas con 
pancreatitis aguda tratadas con pentoxifilina. Se utilizarón un total de 5 ratas por grupo para la 
actividad PP2A y de 3 ratas por grupo para la PP2B y PP2C. La estadística se expresa como: *p<0,05 vs. 





 El tratamiento con pentoxifilina previno de manera significativa la 
disminución provocada por la pancreatitis aguda sobre la actividad PP2A 
en páncreas, mientras que no tuvo ningún efecto significativo sobre la 
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obtenidos fueron para PP2A (Grupo) Control: 6,01 ± 1,41 nmol PO4- 
liberado-/min x mg proteína; Taurocolato: 3,07± 0,89 nmol PO4- 
liberado/min x mg proteína; Taurocolato + pentoxifilina: 5,16 ±  1,17 nmol 
PO4- liberado/min x mg proteína); para PP2B (Grupo) Control: 6,87 ± 1,2 
nmol PO4- liberado/min x mg proteína; Taurocolato: 2,65 ±  1,22 nmol PO4- 
liberado/min x mg proteína; Taurocolato + pentoxifilina: 3,42 ± 1,43 nmol 
PO4- liberado/min x mg proteína; y para PP2C (Grupo) Control: 7,4 ± 0,83  
nmol PO4- liberado/min x mg proteína; Taurocolato: 4,9 ± 1,03 nmol PO4- 
liberado/min x mg proteína; Taurocolato + pentoxifilina: 4,49 ±  0,77 nmol 
PO4- liberado/min x mg proteína.  
 
4.5. Actividad PP2A in vitro en células AR42J. Efectos del 
taurocolato, de la pentoxifilina y del dibutiril cíclico AMP.  
 
 Para profundizar en el mecanismo de acción de la pentoxifilina 
sobre la actividad PP2A durante la PA necrótica, se cambió  el modelo de 
estudio pasando de la experimentación in vivo a experimentación in vitro 
con la línea celular AR42J de cáncer de páncreas de rata.   
 Lo primero que se estudió en este modelo celular fue la viabilidad 
que las células AR42J exhibían incubadas con taurocolato sódico. Para 
realizar los pertinentes estudios, se realizaron ensayos para encontrar la 
concentración de taurocolato sódico suficiente para producir un estímulo 
de señalización sin llegar a producir unos niveles de mortalidad 
significativos. 
 Se realizó dicho estudio utilizando un gradiente de concentración 
que comprendía desde 0 a 1% de taurocolato en el medio de cultivo, y la 
mortalidad se determinó por el método del MTT. 
 La concentración de taurocolato sódico escogida para los ensayos 
in vitro fue taurocolato del 0,3%, la cual produce una mortalidad del 17 ± 
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Figura 56.- Curva dosis respuesta de taurocolato sódico en  células AR42J. Se realizaron un 
total de 5 réplicas por condición y se determinó la viabilidad celular por MTT. La estadística se expresa 





 Posteriormente, se realizaron estudios cinéticos sobre la actividad 
PP2A para intentar caracterizar la disminución en la actividad de PP2A en 
las células AR42J incubadas con taurocolato al 0,3%. Para ello, después 
de la incubación con el taurocolato se recogieron las células a los tiempos 
0, 5, 15 y 30 min. 
 La figura 57 representa la cinética de la actividad PP2A en células 
AR42J incubadas con taurocolato sódico, en la que se puede observar que 
la disminución más notable y significativa de la actividad se produjo 
rápidamente, a los 5 min de la incubación, reduciéndose su actividad 
desde 8,8 ± 1 nmol PO4- liberado/min x mg proteína hasta 6,3 ± 1 nmol 































Tiempo de incubación (horas)
10 20 305 15 25
min, la actividad PP2A se recuperó con el tiempo siendo su valor de 9,3 ± 
2,5 nmol PO4- liberado/min x mg proteína a los 15 minutos y de 8,4 ± 1,7 






















Figura 57. Evolución de la actividad PP2A en células AR42J incubadas con taurocolato 
sódico al 0,3%. Se realizaron un total de 5 réplicas por condición. La estadística se expresa como: 





 Para intentar explicar el mecanismo de acción de la pentoxifilina en 
la prevención que produce sobre la pérdida de la actividad PP2A, se pensó 
en la posibilidad de que estuviera implicado el mensajero secundario AMP 
cíclico (AMPc), ya que la pentoxifilina es inhibidor de fosfodiesterasas. 
 La comprobación de esta posibilidad se llevó a cabo incubando 
células AR42J con taurocolato sódico al 0,3% en presencia de pentoxifilina 




































Las muestras fueron recogidas 5 min después de haber sido incubadas 
con taurocolato. 
 El taurocolato sódico volvió a producir una disminución 
significativa de la actividad PP2A, y tanto la pentoxifilina como el dbAMPc 
previnieron de forma total la disminución la actividad PP2A, revirtiéndola a 
los niveles del grupo control (figura 58). La actividad PP2A en los 
respectivos grupos fue (grupo) control 9,6 ± 0,7 nmol PO4- liberado/min x 
mg prot.; taurocolato 6,7 ±  1,2 nmol PO4- liberado/min x mg prot.; 
taurocolato + pentoxifilina 10,4 ±  0,7 nmol PO4- liberado/min x mg prot.; 























Figura 58. Efecto de la pentoxifilina (PTX) y del dibutiril AMP cíclico (dbAMPc) sobre la 
actividad PP2A en células AR42J incubadas con taurocolato sódico al 0,3%. Se realizaron un 
total de 6 réplicas para las determinaciones. La estadística se expresa como: **p<0,01 vs. control y ## 
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 Se estudió también el efecto del taurocolato y de la pentoxifilina 
sobre los niveles de AMPc intracelular, utilizando como control positivo el 
dbAMPc. 
 La concentración de AMPc disminuyó significativamente en la PA 
necrótica y aumentó en presencia de la pentoxifilina (figura 59). Los 
valores obtenidos fueron (Grupo) control: 167 ± 11 pmol/mg proteína; 
taurocolato: 129 ± 5 pmol/mg proteína; taurocolato + pentoxifilina: 163 ± 
20 pmol/mg proteína); Control positivo (taurocolato + dibutiril AMPc): 280 



















Figura 59.- Efecto de la pentoxifilina (PTX) sobre la concentración de AMPc en células 
AR42J incubadas con taurocolato sódico al 0,3%. Se realizaron un total de 6 réplicas para las 
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Control Tau 0,3% Tau 0,3%
+ PTX
phospho ERK 2 (p42)
4.6. Efectos de la pentoxifilina sobre la fosforilación de ERK 1/2 
 inducida por taurocolato en células AR42J. 
 
 Por otra parte, se constató que al igual que in vivo, en los 
experimentos in vitro con células AR42J incubadas con taurocolato sódico 
al 0,3% se producía un aumento significativo en los niveles de fosforilación 
de ERK 1/2 y que la pentoxifilina era capaz de reducirlos. 
 Basalmente no se detectó fosforilación de ERK en las células 
AR42J, y el taurocolato sódico aumentó la fosforilación de ERK 1/2. 
Aunque en 5 min se detectó la fosforilación intensa y significativa de la 
subunidad p42 (ERK 2), este tiempo parece ser insuficiente para detectar 
la fosforilación de la subunidad p44. Se puede observar que la fosforilación 
de p42 fue reducida a los niveles basales en presencia de la pentoxifilina 







Figura 60.- Fosforilación de ERK 1/2 en células AR42J incubadas con taurocolato sódico. 
Las células fueron incubadas durante 5 min  con taurocolato sódico al 0,3% en presencia y ausencia de 
pentoxifilina (PTX) (12mg/L). La imagen es representativa de tres western blotting contra el anticuerpo 




5. REGULACIÓN EPIGENÉTICA DE LOS GENES 
 PRO-INFLAMATORIOS EN LA PANCREATITIS 
 AGUDA. MODULACIÓN POR PENTOXIFILINA. 
 
 EGR-1 es un factor de transcripción de respuesta temprana a 





























 Por conocer cómo se regula su expresión en el desarrollo de la PA 
necrótica, se realizó un estudio por inmunoprecipitación de la cromatina 
(ChIP). Estos ensayos permiten determinar si existe unión del complejo 
histona desacetilasa mSIN3A-HDAC1 y de las histona acetiltransferasas 
CBP y PCAF al promotor de egr-1 en páncreas de ratas control, ratas con 
PA necrótica y ratas con PA necrótica tratadas con pentoxifilina. El 
resultado del análisis fue que en la pancreatitis aguda necrótica, 3 h 
después de la inducción de la misma, aumentaba claramente la unión del 
complejo histona deacetilasa y de la histona acetiltransferasa CBP al 
promotor de egr-1 respecto a los niveles de los controles. En el grupo de 
animales tratados con pentoxifilina, los niveles de unión del complejo 
mSIN3A-HDAC1 y de CBP al promotor de egr-1 fueron similares a los 
niveles basales, por tanto, la pentoxifilina bloqueaba la unión del complejo 
















Figura 61.- Prevención de la pentoxifilina (PTX) sobre el reclutamiento de histona 
deacetilasas e histona acetiltransferasas en el promotor de egr-1 en la pancreatitis aguda. 
Imagen representativa de 3 experimentos distintos, del revelado de la PCR semicuantitativa 
correspondiente al análisis por ChIP  en páncreas de ratas control (C), de ratas con PA necrótica (PA) y 
de ratas con PA necrótica tratadas con pentoxifilina (PA + PTX),  sacrificadas a las 3 h post-inducción. 
Se utilizaron anticuerpos contra las subunidades de las subunidades del complejo deacetilasa mSIN3A 





























 Otros genes pro-inflamatorios de gran relevancia en el transcurso 
de la pancreatitis aguda son los genes de respuesta tardía como la óxido 
nítrico sintasa inducible (inos-2) y el factor de adhesión molecular 1 (icam-
1), por lo que también se realizaron ChIPs para analizar la unión del 
complejo histona deacetilasa mSIN3A y HDAC1 y de las histona 
acetiltransferasas CBP, PCAF a los promotores de ambos genes, en las 
mismas muestras utilizadas para el ChIP contra egr-1. 
 En el caso de páncreas de ratas con PA necrótica, se produjo un 
reclutamiento de las acetiltransferasas CBP y PCAF en el promotor de 
icam-1, y por el contrario en las ratas tratadas con la pentoxifilina no se 
produjo tal unión; además, la pentoxifilina promovió el reclutamiento del 
















Figura 62.- Prevención de la pentoxifilina (PTX) sobre el reclutamiento de histona 
deacetilasas e histona acetiltransferasas en el promotor de icam-1 en la pancreatitis aguda. 
Imagen representativa de 3 experimentos distintos del revelado de la PCR semicuantitativa 
correspondiente al análisis por ChIP en páncreas de ratas control (C), de ratas con PA necrótica (PA) y 
de ratas con PA necrótica tratadas con pentoxifilina (PA + PTX), sacrificadas a las 3 h post-inducción. Se 
utilizaron anticuerpos contra las subunidades del complejo deacetilasa mSIN3A y HDAC1 y de las 






























 En el caso de inos-2, se observó la unión de CBP al promotor en la 
PA, la cual aumenta ligeramente en presencia de la pentoxifilina, pero la 
pentoxifilina también promueve la unión del complejo histona deacetilasa 
























Figura 63.- Prevención de la pentoxifilina (PTX) sobre el reclutamiento de histona 
deacetilasas y acetiltransferasas en el promotor de inos2 en la pancreatitis aguda (PA). 
Imagen representativa de 3 experimentos distintos del revelado de la PCR semicuantitativa 
correspondiente al análisis por ChIP en páncreas de ratas control (C), de ratas con PA necrótica (PA) y 
de ratas con PA necrótica tratadas con pentoxifilina (PA + PTX), sacrificadas a las 3 h post-inducción. Se 
utilizaron anticuerpos contra las subunidades del complejo deacetilasa mSIN3A y HDAC1 y de las 






 También se analizó la unión de los complejos modificadores de la 
cromatina que la PA necrótica y la presencia de la pentoxifilina producen 
sobre el promotor de tnf-α utilizando las mismas muestras que para los 
anteriores genes. En ratas con PA necrótica, aparecieron unidas tanto las 
histona acetiltransferasas CBP y PCAF como el complejo histona 





























manera menos intensa. La pentoxifilina no produjo casi efecto sobre la 
unión del complejo deacetilasa, mientras que bloqueó la unión de las 

























Figura 64.- Prevención de la pentoxifilina (PTX) sobre el reclutamiento de histona 
deacetilasas y acetiltransferasas en el promotor de tnf-α en la pancreatitis aguda. Imagen 
representativa de 3 experimentos distintos del revelado de la PCR semicuantitativa correspondiente al 
análisis por ChIP en páncreas de ratas control (C), de ratas con PA necrótica (PA) y de ratas con PA 
necrótica tratadas con pentoxifilina (PA + PTX), sacrificadas a las 3 h post-inducción. Se utilizaron 
anticuerpos contra las subunidades del complejo deacetilasa mSIN3A y HDAC1 y de las 
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 La pancreatitis aguda (PA) es una enfermedad relativamente 
frecuente en nuestros días. Se genera principalmente por dos causas muy 
comunes en la sociedad actual, el consumo abusivo de alcohol y los 
cálculos biliares. La PA junto a la pancreatitis crónica forman las 
patologías de tipo inflamatorio que se originan en el páncreas. Su 
evolución varía ampliamente, en la mayoría de los casos es leve y de curso 
autolimitado, y que con medidas terapéuticas apropiadas se recupera la 
normalidad en pocos días. Aproximadamente un 20% de los casos de la 
enfermedad evolucionan desarrollando complicaciones sistémicas o locales 
lo que da lugar a un cuadro clínico de gravedad variable, que condiciona 
una mortalidad entre el 10-45% (Sekimoto y cols., 2006). 
 Desde la década de los 70 se ha tratado de unificar criterios para 
pronosticar y diagnosticar la severidad y tratar a los pacientes con 
pancreatitis (Ranson y cols., 1974; Larvin y McMahon, 1989), pero las 
principales preguntas que se plantean tanto médicos como investigadores 
siguen sin respuesta. Así nos planteamos cuestiones de ¿Cómo se podría 
diagnosticar mas precozmente la PA?; en el momento que ingresa un 
paciente afecto de PA, ¿qué tratamiento se le podría administrar para 
atenuar el proceso inflamatorio?. Además, para tratar con éxito al enfermo 
de PA, ¿cuál es el margen de tiempo del que se dispone entre que se toman 
los datos al paciente, se le atiende y se le diagnóstica la PA?. 
 Para intentar responder estas preguntas, es necesario insmiscuirse 
en los mecanismos moleculares que acontecen durante el desarrollo de la 
respuesta inflamatoria pancreática.  
 Afortunadamente, en la actualidad disponemos de diferentes 
modelos para producir y estudiar la pancreatitis aguda en animales, todos 
ellos caracterizados y establecidos tanto para inducir pancreatitis aguda 
leve como grave. Para el desarrollo de esta tesis, han sido utilizados dos de 
esos modelos que presentan una alta reproducibilidad, como son el modelo 
de pancreatitis aguda edematosa leve inducida por ceruleína, y el modelo 
de pancreatitis aguda necrótica grave inducida por infusión retrógrada de 
taurocolato sódico en ratas, ambos modelos manejados por nuestro grupo 
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estudiar el comportamiento celular en el animal y mostrar qué es lo que 
podría pasar en humanos. Sin embargo, el inconveniente de los modelos in 
vivo es el sacrifico de muchos animales para obtener resultados. En 
nuestro grupo también manejamos de manera regular desde hace tiempo 
un modelo in vitro de una línea celular de cáncer de páncreas denominada 
AR42-J. Los modelos in vitro sirven para complementar y profundizar las 
investigaciones sin tener que sacrificar animales, pero las observaciones 
que se obtienen de la experimentación in vitro muchas veces no se 
corresponden completamente con lo que ocurre in vivo. Por eso, para el 
estudio de la PA se hace necesario el uso tanto de modelos in vitro como de 
modelos in vivo. 
 Debido a numerosas investigaciones, se sabe que durante la PA, al 
igual que en otras patologías, se genera estrés oxidativo (Sanfey y cols., 
1984 y 1986;  Tsai y cols., 1998; Schulz y cols, 1999,; Pereda y cols., 
2006) y se activan vías de señalización celular como la de las  MAPK (Duan 
y cols., 1995; Grady y cols., 1996; Dabrowski y cols., 1996; Schafer y cols., 
1998; Wagner y cols., 1999; Simeone y cols., 2001; Williams y cols., 2002; 
Sans y cols., 2004, Pereda y cols., 2004). Esta demostrado que durante la 
pancreatitis se produce una disminución de las enzimas antioxidantes 
SOD, CAT y GPx  (Leung y Chan, 2009), y un aumento de enzimas pro-
oxidantes como la xantina oxidasa, que generan ROS/RNS. Además, la 
activación de las MAPK propicia el aumento de la cascada inflamatoria 
disminuyendo proteínas anti-inflamatorias, como IL-10 o IL-4, 
favoreciendo la síntesis de proteínas pro-inflamatorias, como TNF-α, IL-1β, 
o IL-6. Estas actúan activando y atrayendo cada vez a más células 
mediadoras de la inflamación, como neutrófilos, macrófagos, natural killer 
y otros linfocitos y promoviendo una respuesta inflamatoria exagerada e 
incontrolada en el páncreas. En la mayoría de los casos, la propagación y 
amplificación de la inflamación se consigue frenar y tiende a disminuir 
mediante un mecanismo de apoptosis, disminuyendo el número de células 
activadas, produciéndose progresivamente el cese de la cascada 
inflamatoria y recuperándose la normalidad tisular en el páncreas 
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 Durante la PA, el daño causado por los ROS/RNS es más acusado 
en las células acinares debido a que se acompaña de un descenso de las 
defensas celulares antioxidantes, tanto la enzimática como no enzimática, 
en la que cabe destacar un pronunciado descenso de los niveles de GSH 
(Leung y Chan, 2009). 
 Ese descenso de los niveles de GSH es crítico en la progresión de la 
severidad de la PA y podría ser un acontecimiento clave en el desarrollo de 
los cuadros más graves de la enfermedad. 
 
1. INDUCCIÓN INEFICAZ DE LA GLUTAMIL 
CISTEÍNA LIGASA EN LA PANCREATITIS 
AGUDA NECRÓTICA. 
 
1.1. Disminución de los niveles de glutatión reducido durante la 
pancreatitis aguda. 
 
 Uno de los objetivos de esta tesis ha sido intentar caracterizar la 
degradación de GSH en la pancreatitis aguda. Ya era bien conocido que 
durante la pancreatitis aguda se produce la disminución de los niveles 
intracelulares de glutatión reducido (Gomez-cambronero y cols., 2000), y 
en la presente tesis se ha observado que esa disminución se produce 
rápidamente (a la media hora de la inducción ya se ve un descenso 
significativo de los niveles) tanto en la pancreatitis aguda leve o edematosa 
como en su forma más severa o necrótica. Además se ha seguido la 
evolución de los niveles de GSH en el tiempo descubriendo que mientras 
que en la PA necrótica experimental los niveles de GSH se mantienen 
deplecionados al menos durante las 6 primeras horas de la patología, en el 
caso de la PA edematosa a las 6 h ya se empieza a ver una recuperación 
significativa de los niveles de GSH.   La disminución de los niveles de 
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glutatión oxidado o GSSG (Gomez-cambronero y cols., 2000), por lo que 
parece descartada la oxidación como la principal causa de disminución del 
GSH.  
 La recuperación de los niveles de GSH durante la PA edematosa y 
la ausencia de la misma en la PA necrótica, sugiere que el GSH puede 
tener un papel relevante en la evolución de la enfermedad hacia la forma 
leve o grave. 
 
1.2. Papel de la glutamato cisteína ligasa en la depleción de 
glutatión en la pancreatitis aguda. 
 
 En resultados previos a esta tesis doctoral, encontramos que los 
niveles de ARN mensajero de la glutamato cisteína ligasa (GCL), enzima 
limitante en la síntesis de GSH también conocida como γ-glutamil cisteína 
sintetasa (GCS), aparecían aumentados en la PA edematosa de manera 
temprana, mientras que en la PA necrótica la síntesis del ARN mensajero 
sólo aumentaba de manera tenue a las 6h de la inducción de la 
pancreatitis.  
 En la presente tesis doctoral, se ha comprobado que los niveles 
proteicos de la  GCL aumentan rápida y significativamente en la PA 
edematosa y que no lo hacen en la necrótica, indicando que durante la PA, 
después de la caída del nivel de GSH, en las formas leves de la patología se 
produce una respuesta celular que activaría la transcripción de la GCL.  
 Sorprendentemente, y en contra de lo que se esperaba, la ARN 
polimerasa II (RNApol II) aparecía unida a los promotores y a los exones de 
los genes de la subunidad catalítica y de la reguladora de la enzima tanto 
en la PA edematosa como en la PA necrótica, lo que sugiere que la 
transcripción de la GCL se encuentra activa en ambos tipos de pancreatitis 
(resultados no mostrados en el presente trabajo). 
 Fruto del trabajo investigador de esta tesis hemos podido 
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cromatina (ChIP), que el factor de transcripción c-MYC aparece unido a los 
promotores de las subunidades catalítica y reguladora de la GCL en ambos 
tipos de pancreatitis. Este factor de transcripción se ha descrito como 
regulador de la expresión de la GCL a través de la vía de la MAP quinasa 
ERK 1/2 (Benassi y cols., 2006), por lo que ese nuevo hallazgo a nivel 
transcripcional nos ha llevado a analizar la expresión de las proteínas 
implicadas en esa regulación, es decir ERK y c-MYC. Para que ERK 1/2 y 
c-MYC estén presentes de manera activa y funcional es necesario que 
éstas se encuentren en su forma fosforilada. Al cuantificar los niveles de la 
fosforilación de ERK 1/2 y c-MYC hemos observado un aumento de la 
fosforilación de ambos factores tanto en la PA edematosa como en la 
necrótica, confirmando que esta respuesta celular a la depleción de los 
niveles de GSH se produce en todas las formas de PA experimental. 
Entonces se nos planteó la cuestión de ¿Por qué fallaba el mecanismo 
durante la PA grave?. 
 
1.3. Actividad citosólica de la ribonucleasa pancreática en la 
pancreatitis aguda. 
 
 La respuesta a la pregunta planteada en el apartado anterior se 
resolvió al determinar la actividad de la ribonucleasa pancreática en 
extractos citosólicos de páncreas de rata, la cuál era mucho más elevada 
en los extractos citosólicos de ratas con PA necrótica que en los de ratas 
con PA edematosa, en esta última similar a la actividad ribonucleasa de los 
extractos citosólicos de ratas control.  
 Por tanto cabía la posibilidad de que se produjera la degradación 
del ARN por un aumento de la actividad ribonucleasa pancreática en el 
citosol de células acinares durante la pancreatitis aguda necrótica, 
afectando entre otros al ARNm de la  GCL. 
 La presencia de la ribonucleasa pancreática en el citosol de células 
acinares de ratas con PA necrótica se confirmó después de realizar una 
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PA necrótica en la que se retuvieron proteínas conjugadas con un 
inhibidor de serín peptidasas, el 2,4-aminoetilbencenilfluoruro (AEBSF) y 
de la posterior identificación de la huella peptídica de las proteínas 
presentes en los eluatos mediante la técnica de espectofotometría de 
masas MALDI-TOF.  
 
1.3.1. Mecanismos implicados en la activación de la ribonucleasa pancreática 
 en la PA necrótica.  
 
 La ribonucleasa pancreática es una enzima sintetizada por el 
páncreas exocrino y secretada con el jugo pancreático que en rumiantes 
tiene una función esencial degradando una gran cantidad de ARNs de 
origen microbiano acumulados por estos animales. Se considera que el 
resto de ribonucleasas pancreáticas de mamíferos son un vestigio de la 
ribonucleasa de rumiantes, ya que no necesitan asimilar el fósforo y el 
nitrógeno producidos por ellas (Barnard, 1969).  También aparece en otros 
tejidos como el riñón, cerebro, en el plasma seminal y orina (Sorrentino y 
cols., 1998). 
 Intracelularmente se puede localizar en el citosol, o en 
compartimentos vacuolares de la ruta secretora y endocítica zimógeno 
(Haigis y  Raines, 2003), y su degradación se produce en los lisosomas 
(McElligott y cols., 1985). En el citosol normalmente aparece inhibida por 
una proteína muy abundante llamada inhibidor de la ribonucleasa, cIR, 
que constituye el 0,1% de las proteínas celulares (Shapiro, 2001).  
 El cIR, tiene un elevado contenido de cisteínas y leucinas, es 
sensible a la oxidación (Kobe y Deisenhofer, 1991) y parece presentar un 
papel muy importante en la homeostasis redox intracelular. Se ha descrito 
que la eliminación del cIR aumenta el daño oxidativo al ADN y favorece la 
disminución de los niveles de GSH intracelular (Monti y cols., 2007).  
 Esta descrito que la Glutarredoxina (GRx), enzima relacionada con 
el GSH y que hemos encontrado en citosol de páncreas en la PA (véase 
apartado 2.2.1. de la discusión), participa en la activación/inactivación de 
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ribonucleasa pancreática consta de 8 grupos tiólicos y puede presentar 
distintos intermediarios oxidados formando puentes disulfuro entre tioles 
o con el del GSH que proporcionan múltiples variantes de la enzima con 
diferente grado de activación. La forma más reducida (ribonucleasa-(SH8)) 
es la forma más inactiva y la más oxidada (ribonucleasa-(SH)4) la más 
activa es la forma más oxidada, ribonucleasa-(S2)4, y su equilibrio redox 
depende del cociente GSH/GSSG y del sistema NADPH/GSH 
reductasa/GSH (Lundström-Lung y Holmgren, 1995). La inactivación de la 
enzima por tanto es dependiente del GSH y además se produce tanto en 
condiciones alcalinas (Kim y Paik, 1968) como ácidas, siendo más efectiva 
en medio ácido (Scheraga y cols., 1987).  
 Este mecanismo cobra una vital importancia al observar el 
diferente potencial redox que presentan las diferentes estructuras 
celulares (citosol, mitocondria, núcleo, la ruta de secrección o el espacio 
extracelular). Por ejemplo, mientras que en el citosol o en el núcleo 
prevalece un ambiente reductor, el transporte de GSSG preserva un 
ambiente oxidativo en los orgánulos involucrados en la secreción 
manteniendo las enzimas activas y listas para su exportación (Go y Jones, 
2008). Valores del cociente GSH/GSSG  por debajo de 10 favorecen la 
formación de puentes disulfuros, como en el caso del retículo 
endoplasmático (RE), donde el cociente GSH/GSSG es 1:1 a 3:1, mucho 
menor que el cociente celular total que es de 30:1 a 100:1 (Go y Jones, 
2008). 
 En definitiva, la regulación de la homeostasis redox en las células 
acinares es sensible a las variaciones de concentración del GSH. El 
descenso de los niveles de GSH en el citosol durante la PA, podría originar 
una ambiente oxidativo que en el caso la PA grave, junto con la oxidación 
del cIR y el debilitamiento que se produce de las membranas celulares 
propiciaría la presencia de la ribonucleasa pancreática activa en el citosol 
de las células acinares. Por tanto, cabe pensar que estamos ante un 
mecanismo de autorregulación por parte del propio GSH, que conduce a la 
recuperación de los niveles de GSH en los cuadros leves de la PA 
edematosa. Podría favorecer, por el contrario, el mantenimiento de los 
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siendo esta última responsable de la degradación del ARNm de la GCL ante 
un estrés más intenso, favoreciendo la disminución del cociente 
GSH/GSSG y frenando la maquinaria de síntesis del GSH, provocando los 
cuadros más graves de la PA necrótica. 
 
2. DEGRADACIÓN DE GSH MEDIANTE 
HIDRÓLISIS DURANTE LA PANCREATITIS 
AGUDA. 
 
 El éxito celular para restablecer los niveles de GSH deplecionados 
en los primeros estadíos de la PA está implicado en el aumento o cese del 
proceso inflamatorio. Esa respuesta está mediada, al menos en parte, por 
una de las tres principales MAPK, la ERK 1/2. Sin embargo, como se ha 
explicado en el apartado anterior, hay numerosas pruebas que apuntan al 
GSH como modulador principal del mecanismo de la respuesta celular al 
estrés originado en la PA. La disminución de los niveles de GSH está 
asociada con el inicio de la cascada inflamatoria, aunque esa disminución 
no se produce por formación de GSSG (Gomez-cambronero y cols., 2000). 
Si todo esto es correcto, ¿Por qué se deplecionan entonces los niveles de 
GSH al inicio de la PA? o ¿Quién o quienes son los responsables de esa 
degradación?. Si fuésemos capaces de descubrir qué ocurre nada más 
iniciarse, esto podría tener una repercusión fisiopatológica muy importante 
a la hora de acertar en el modo de actuación con enfermos afectados de 
PA. Esto sería de capital sobre todo a la hora de prevenir el 
desencadenamiento de la PA grave, aplicando un pre-tratamiento efectivo 
en pacientes o en situaciones con riesgo, como muchos enfermos con 
patologías biliares, alcohólicos, en personas tras comidas copiosas o tras 
realizar una colangiopancreatografía retrógrada endoscópica (CPRE). 
 Nuestro grupo de investigación, además de observar que durante 
la PA el GSH disminuía y no se oxidaba, también descubrió que in vitro en 
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el cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) utilizado 
rutinariamente en los tampones de homogenización de tejidos y células, 
prevenía de manera significativa esa depleción de GSH. No obstante, de 
todos los componentes del cóctel, el único capaz de prevenir esa depleción 
de GSH tras los análisis fue el AEBSF. 
 Uno de los objetivos de esta tesis ha sido intentar caracterizar esa 
degradación de GSH durante la pancreatitis aguda y ver el efecto del 
AEBSF in vivo, además de intentar dar un poco más de luz a ese 
mecanismo. 
 En este sentido, lo primero que se determinó fue la tasa de 
degradación de GSH en homogenados de páncreas de ratas control y de 
ratas con PA necrótica. A estos homogenados se les añadío GSH exógeno 
para hacer más detectable esa actividad, junto con los inhibidores de 
proteasas presentes en el cóctel a excepción del AEBSF, que se añadía 
posteriormente para confirmar el efecto.  In vitro, la concentración de GSH 
en las células AR42J se medía 1 h después de adicionar el taurocolato 
sódico. In vivo, después de realizar varios experimentos preliminares, se 
vio que lo mejor para realizar los análisis era preparar los homogenados a 
partir de páncreas de ratas sacrificadas 30 min después de la inducción de 
la PA y que se detectaba hidrólisis de GSH tanto en tejido pancreático 
procesado inmediatamente después del sacrifico, como en tejido congelado.   
 El resultado obtenido fue que los homogenados de páncreas de las 
ratas con PA necrótica presentaban una tasa de degradación de GSH 
significativamente superior a los de ratas control. El análisis de esos 
mismos extractos citosólicos por HPLC también nos permitió conocer que 
los extractos citosólicos de ratas con PA presentaban una tasa de 
formación de glutamato y de cisteína superior a la de los extractos de ratas 
control. Además, esas tasas de formación eran bloqueadas de manera 
significativa por el AEBSF. 
 Al medir la actividad de la γ-GT, única enzima conocida hasta la 
fecha capaz de degradar el GSH, resultó que había una alta actividad γ-GT 
en los homogenados. La noticia positiva fue que esa actividad se daba 
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que la γ-GT era sensible al aumento de acivicina, inhibidor específico de la 
γ-GT, mientras que el AEBSF no producía ningún efecto en la actividad γ-
GT, característica que ya de por si descartaba a la γ-GT como responsable 
de la degradación de GSH detectada en la PA. No obstante, decidimos 
eliminar la interferencia de la γ-GT preparando extractos citosólicos 
mediante centrifugación a 200.000 xg y aumentando la concentración de 
acivicina a 0,25 mM. Con estas condiciones, se consiguió eliminar la 
interferencia de la γ-GT de las muestras.  
 La tasa de degradación de GSH en los extractos citosólicos fue 
similar a la detectada en los homogenados. Había una tasa de degradación 
de GSH significativamente mayor en los extractos citosólicos de páncreas 
de ratas con PA que en los de los controles, y ésta era bloqueada por el 
AEBSF. Los extractos citosólicos de ratas con PA también presentaban una 
tasa de formación de glutamato y de cisteína superiores a la de los 
extractos de ratas control, siendo la tasa de formación de cisteína del 
orden de la tasa de degradación del GSH, y la de glutamato 
aproximadamente el doble. Estos resultados indicarían que la cisteína que 
se forma parece provenir únicamente de su liberación por la hidrólisis de 
GSH, mientras que en cambio el glutamato podría provenir de la hidrólisis 
del GSH y de otros procesos metabólicos.  
 En base a estos resultados pensamos que se esta produciendo la 
liberación de cisteína y de glutamato (al menos la parte inhibible por el 
AEBSF) por la hirólisis de GSH, aunque no se podría descartar una 
sucesión de otros mecanismos que lleven a la formación de ambos 
aminoácidos. En el caso de que la hipótesis de la hidrólisis de GSH sea la 
correcta, el o los supuestos responsables podrían producir la ruptura del 
GSH en sus componentes aminoacídicos rompiendo tanto el enlace γ-
glutamilo, que une la cisteína al glutamato, como el enlace peptídico que 
une la cisteína con la glicina. Este hallazgo es importante porque hasta 
ahora nunca se ha descrito que se pueda degradar el GSH por hidrólisis 
total de sus enlaces peptídicos liberando cisteína, glutamato y glicina, en 
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 Después de eliminar a la γ-GT como responsable de la hidrólisis de 
GSH en la PA, otras candidatas eran la carboxipeptidasa B (CPB)  y la 
tripsina, enzimas pancreáticas que participan activamente en la digestión 
de proteínas por su extremo carboxilo. Estas enzimas actúan 
preferentemente sobre aminoácidos básicos (lisina, arginina e histidina), 
aunque potencialmente podrían ser capaces de degradar el GSH por una 
actuación menos específica. Sin embargo, a pesar de saber que la tripsina 
es inhibible por el AEBSF, también es inhibida por otros inhibidores de 
proteasas presentes en el cóctel como E64 y aprotinina, los cuales fueron 
incluidos en el tampón de homogenización de los extractos citosólicos, y en 
el caso de CPB, el AEBSF no afecta a su actividad. Además ni  la CPB ni la 
tripsina, ambas activas en tampón fosfato potásico 0,1M y a pH 7,4, 
condiciones experimentales utilizadas para la determinación de la tasa de 
degradación de GSH, produjeron depleción alguna del GSH. Estos 
resultados descartaban a la CPB y a la tripsina como posibles 
responsables de la degradación de GSH. 
 Por tanto tres de las enzimas potencialmente  capaces de degradar 
GSH (γ-GT, CPB y trispsina) no eran responsables de la hidrólisis de GSH 
detectada en el inicio de la PA. 
 
2.1. Identificación de posibles responsables de la hidrólisis de 
GSH en la PA necrótica.  
 
 Una vez caracterizada la degradación de GSH en la PA in vivo y su 
prevención por el AEBSF, y de descartar a la γ-GT, a la CPB y a la tripsina, 
quedaba intentar acotar el número de enzimas candidatas. Estas enzimas 
pueden ser representantes de distintas familias enzimáticas, como 
transferasas o proteasas/peptidasas, aunque nuestras expectativas se 
decantaban a favor de una peptidasa ya que además de inhibir la 
degradación de GSH y la formación de cisteína y glutamato, el AEBSF es 
un inhibidor de serín peptidasas. No obstante, también podrían ser otras 
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  Los resultados obtenidos hasta ese momento eran claros, pero la 
posibilidad de que las condiciones elegidas para hacer las determinaciones 
no fuesen las idóneas existía, aunque éstas se eligieron de manera 
cautelosa en base a la información disponible sobre enzimología. Por tanto, 
para avanzar en la caracterización del responsable de la hidrólisis de GSH 
era preciso intentar nuevos métodos para obtener nuevos hallazgos que 
facilitaran el estudio. 
 
2.1.1. Cromatografía de afinidad de proteínas afines al GSH y al AEBSF. 
 
 Para abordar el problema tuvimos en mente dos posibilidades, una 
era recurrir a análisis bioinformáticos e intentar encontrar alguna 
secuencia proteica similar a la γ-GT con posibilidades de hidrolizar el GSH, 
estrategia muy difícil de llevar a cabo por nuestro grupo, y la otra era por 
cromatografía de afinidad utilizando las pocas características conocidas 
sobre el responsable, que es su afinidad por el GSH y por el AEBSF.  
 Por tanto nos decantamos por la segunda opción. El diseño de la 
cromatografía de proteínas afines al AEBSF fue complejo, ya que no está 
comercializada. En el caso de la cromatografía de afinidad al GSH, si se 
comercializa (BugBuster GST kit, Calbiochem), y  la fase estacionaria está 
compuesta por una resina que retiene proteínas afines al GSH, y por lo 
tanto, sólo tuvimos que cargar los extractos citosólicos en columnas con 
este tipo de resina. Para construir una fase estacionaria afín al AEBSF 
decidimos biotinilar el AEBSF por el grupo amino (NHS-biotin, Thermo 
scientific), incubarlo con los extractos citosólicos y posteriormente 
aplicarlo a una columna con una fase estacionaria de avidina afín por la 
biotina. 
 Una vez obtenidos los eluatos de ambos tipos de cromatografía de 
afinidad, los analizamos por la técnica de secuenciación proteica MALDI-
TOF, con la que se obtuvo la huella peptídica de algunas de las proteínas 
presentes en los eluatos. 
 Los resultados obtenidos de estos análisis han resultado cuanto 
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ciencia cierta que es lo que provoca la hidrólisis del GSH al inicio de la PA, 
si que nos han permitido acotar el campo de trabajo y nos ha desvelado 
algunas candidatas con posibilidades reales de ser las responsables. 
 De la cromatografía de proteínas afines al GSH, lo más destacado 
es la presencia de algunas glutatión-S-transferasas (GSTs) de la familia α, 
µ y pi y de la glutarredoxina (GRx) en los eluatos. Aunque en un principio 
son enzimas antioxidantes que se inducen por la presencia de ROS/RNS, 
probablemente jueguen algún papel en el mecanismo de depleción de GSH.  
 La GST pi1 podría ser responsable de la hidrólisis de GSH en 
fibroblastos gingivales humanos (Lefeuvre y cols., 2004), línea celular 
donde la GST predominante es la GST pi1. No obstante, en nuestra opinión, 
la contribución de las GSTs se debería más por conjugación del GSH a 
otras moléculas que por una degradación directa, aunque no se puede 
descartar completamente esa posibilidad. 
 En cambio, como ya se ha comentado en el apartado 1.3.1 de la 
discusión, la GRx participa en la activación de la ribonucleasa pancreática 
(Holmgren y cols., 2005), y la abolición del cIR disminuye los niveles de 
GSH (Monti y cols., 2007). Por tanto, la GRx, que es una enzima 
importante en la regulación redox de muchos procesos biológicos, podría 
contribuir activamente no sólo en el fallo de la inducción de la GCL sino 
también en la disminución del GSH causado por la posible degradación del 
cIR.  
 Por otro lado, los resultados más interesantes han sido 
proporcionados por el análisis de los eluatos de la cromatografía afín a 
proteínas conjugadas al AEBSF. Estos resultados, además de la ya 
comentada ribonucleasa pancreática, nos han mostrado la presencia de 
otras proteínas como el tripsinógeno y la tripsina, ambas esperadas, pero 
además la ARID 4B (AT-rich interactive domain 4B), que es homóloga a la 
proteína de unión al retinoblastoma (RBP1), y dos proteínas de origen 
mitocondrial: la  serín peptidasa HTRA3 y la L-arginina: glicina amidino 
transferasa, AGAT. 
 De esas tres proteínas, las dos mitocondriales podrían ser 
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deacetilasa y forma parte del complejo enzimático correpresor de SIN3A 
(Fleischer y cols., 2003) y está descrito que se une a la proteína mediadora 
de la apoptosis, APAF-1 (DIP, database interacting proteins), con lo cual 
parece que la ARID 4B tenga que ver más con el mecanismo de muerte 
celular producido en el proceso inflamatorio. 
 La serín peptidasa HTRA3, o Crc-a, pertenece a una familia 
proteica altamente conservada, todas homólogas de la proteína HTRA de 
E.coli, también conocida como DEGP. Esta familia está ampliamente 
distribuida entre procariotas y eucariotas, y participa en la eliminación de 
proteínas con estructuras aberrantes producidas por ejemplo, por estrés 
oxidativo o calor (Zurawa-Janicka y cols., 2007). La HTRA de E.coli 
presenta actividad proteasa y función de chaperona (De Luca y cols, 2003) 
y es inducida por proteínas de choque térmico (Heat shock proteins, HSPs) 
(Pallen y Wren 1997). En humanos al menos han sido encontrados 4 
homólogos involucrados en el crecimiento celular, diferenciación y 
apoptosis, y sus anomalías pueden inducir carcinogénesis y procesos 
degenerativos como la artritis o el Parkinson (Zurawa-Janicka y cols., 
2007).  Las proteínas HTRA presentan al menos un dominio catalítico 
similar a la tripsina, con otro dominio de interacción proteica PDZ (Vande 
Walle y cols., 2008) con el que reconocen a las proteínas defectuosas 
(Pallen y Wren, 1997). El dominio PDZ interacciona con las proteínas por 
el extremo carboxi terminal. Sobre la HTRA 3, prácticamente no hay datos. 
Las HTRA 1 y 2 son mitocondriales y aparecen presentes en el espacio 
intermembranoso mitocondrial; la HTRA2 es requerida para la 
homeostasis mitocondrial en ratones y en humanos. La HTRA2 es liberada 
al citosol, donde contribuye a la apoptosis a través de mecanismos caspasa 
dependientes e independientes (Vande Walle y cols., 2008). Curiosamente 
se ha descrito que la HTRA también está relacionada con APAF-1, ya que 
induce la fomación del apoptosoma (Cain K, 2003).    
 La HTRA3 podría ser responsable de la hidrólisis de GSH, debido a 
ese dominio tríptico y a su liberación al citosol ante un estímulo agresivo, 
junto con su capacidad de inhibición por el AEBSF. 
 La L-arginina:glicina amidino transferasa (AGAT) por su parte, es 
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mamíferos, la creatina puede ser adquirida en la dieta, captada por las 
células con la ayuda de un receptor específico denominado CT1 (Braissant 
y cols., 2007), o bien puede ser producida endógenamente en una ruta de 
dos etapas (Braissant y cols., 2007). La AGAT es la enzima limitante en la 
síntesis endógena de la creatina y cataliza la transferencia de un grupo 
amidino de la arginina a la glicina. El resultado de esta reacción es la 
formación de L-ornitina y ácido guanidinoacético (GAA). Esta reacción se 
produce por un mecanismo de doble desplazamiento o ping-pong (Fritsche 
y cols., 1997), en donde se genera un intermediario enzimático derivado de 
la isotiourea. La reacción se produce de la siguiente forma:  
 
 
L-Arginina + E-SH           
 
        L-Ornitina + E-S-C(=NH+2)  
        Glicina  +  E-S-C(=NH+2) NH2       
 
   GAA + ESH 
____________________________________________________________ 
      L-Arginina + Glicina           
 
        L-Ornitina + GAA 
 
 Posteriormente, el GAA es convertido en creatina en una segunda 
etapa dependiente de la metilación de S-adenosil metionina por parte de la 
enzima guanidinoacético metiltransferasa, GAMT (Walker, 1973). 
Posteriormente, la creatina es fosforilada por la creatina quinasa para dar 
fosfocreatina, y por una reacción espontánea es transformada en 
creatinina que es elimininada por el riñon.  En mamíferos,  la mayor 
actividad de AGAT, se produce en riñon, páncreas, hígado (McGuire y 
cols., 1986; Braissant y cols., 2007), y cerebro (Braissant y cols., 2007). La 
formación de la fosfocreatina es reversible y genera ADP con gasto de ATP, 
convirtiéndose en una molécula de elevada energía y comportándose como 




- 203 - 
energético como el sistema nervioso o el músculo esquelético para generar 
ATP en condiciones anaeróbicas (Walker, 1973). 
 A nivel celular, la GAMT se localiza en el citosol (Tachikawa y cols., 
2004), y tanto la creatina quinasa (Lenz y cols., 2007) como la AGAT 
(Fritsche y cols., 1997) se localizan en la mitocondria, en la membrana 
interna y en el espacio intermembranoso respectivamente, pero también 
aparecen ambas en el citosol. Se ha sugerido que la fosfocreatina tiene un 
papel importante en el transporte de energía desde la mitocondria al 
citosol (Jacobus y Lehninger, 1973; Bessman y Geiger, 1981).   
 El centro catalítico de AGAT está formado por una triada catalítica, 
formando una especie de bolsillo iónico, con un par de residuos de 
histidina y asparragina (His-Asp) a un lado del sustrato, y por el otro un 
residuo de cisteína que es el que lleva a cabo el ataque nucleofílico, de 
forma similar a la Cys25 de la cisteín proteasa papaína (Fristche y cols., 
1997). Entre sus sustratos se encuentran donantes de grupos amidinos 
como la L-canavanina, 4-guanidinobutirato, 3-guanidinopropionato, 
hidroxiguanidina, y aceptores como la L-canalina, 4-aminobutirato, 3-
aminopropionato e hidroxilamina  (Walker, 1979). Su actividad es 
favorecida por la presencia de arginina y sufre una retroinhibición por la L-
ornitina que bloquea su actividad (Fritsche y cols., 1997). 
 La mayor actividad de AGAT se produce en el riñón. Sin embargo, 
la deficiencia de su actividad producida por fallo renal puede ser 
compensada por la AGAT pancreática. Se ha descrito que la insulina 
podría controlar la síntesis de GAA en las células acinares por 
estimulación de la síntesis de la AGAT pancreática (Hirata, 1989). 
 En relación con el estrés oxidativo, se ha comprobado que niveles 
extremadamente altos de GAA y de otros compuestos guanidínicos 
endógenos, así como de la arginina, generan radicales hidroxilo en 
enfermedades como la epilepsia o la uremia, sugiriendo que la 
acumulación de compuestos guanidínicos o de arginina en neuronas o 
nefronas provocaría el daño mediado por ROS en esas patologías (Mori y 
cols., 1996). Recientemente, se ha publicado que las quinasas 
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de un mecanismo que implica el reciclamiento de ADP,  actúan como 
antioxidantes en mitocondrias con baja actividad peroxidasa, 
complementando a las enzimas antioxidantes clásicas (Santiago y cols., 
2008).   
 La actividad de AGAT se observa en mayor medida en riñón y 
páncreas, que curiosamente también son dos de los tejidos más 
susceptibles de sufrir necrosis. AGAT podría jugar un papel importante en 
la PA haciendo disminuir los niveles de GSH al inicio y en etapas 
posteriores de PA graves. En este sentido, se ha descrito que se puede dar 
una forma amidina-cíclica del GSH originada por conjugación de tiazolin y 
GSH (Fujii, 1992). La AGAT podría ser responsable de una hidrólisis 
directa sobre el GSH, o bien podría catalizar la formación de algún 
metabolito secundario a excretar posteriormente (Iyer y cols., 1997). 
 Existen varios trabajos que involucran a la AGAT en la PA. Así, se 
ha comprobado que entre las enzimas pancreáticas liberadas se encuentra 
la AGAT (Grigorevskiĭ  y cols., 1989) y se ha sugerido que para el 
diagnóstico de la pancreatitis aguda junto con la determinación de la 
actividad de las enzimas fosfolipasa A2 y lipasa, también podría detectarse 
el aumento de actividad AGAT en sangre (Dalgat y cols., 1986). Se ha 
publicado recientemente que la presencia de inhibidores naturales de 
AGAT, tales como la tiourea y sus derivados,  mercaptopurinas, o 
mercapto-derivados del imidazol, en sangre de pacientes con PA, se 
considera un factor de pronóstico favorable (Butkevich y cols., 2007). 
Además, la síntesis intracelular de poliaminas está regulada por la enzima 
ornitina decarboxilasa, y su inhibición confiere resistencia celular a la 
apoptosis mediada por ERK 1/2 y el receptor del factor de crecimiento 
endotelial, EGFR, en células del epitelio intestinal (Ray y cols., 2007). 
También se ha descrito que la creatinina sérica junto con un exceso de 
bases y un aumento de LDH es buen indicador de muerte temprana en 
enfermos con PA  (Shinzeki y cols., 2008). 
 En base a nuestros resultados, en los que hemos determinado la 
presencia de las enzimas AGAT y HTRA3 en el citosol de células 
pancreáticas durante la PA necrótica y su afinidad por el AEBSF, inhibidor 
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enzimas sea responsable en cierta medida de la disminución del GSH, bien 
por hidrólisis directa o bien por conjugación.  
 Además de estas proteínas, los análisis MALDI-TOF nos han 
aportado una gran cantidad de péptidos no asignados a ninguna secuencia 
proteica incluida en las bases de datos habitualmente utilizadas. El 
análisis de esos péptidos debería hacerse mediante estudios 
bioinformáticos y antes de empezar, se debería descartar a la AGAT y la 
HTRA3 como efectoras de la degradación de GSH en la PA. En cualquier 
caso podemos destacar que en esta tesis hemos esclarecido algunos 
aspectos sobre el mecanismo de degradación del GSH, a partir de los 
cuales poder optimizar las condiciones de las futuras determinaciones, e 
incluso hemos acotado el campo de investigación orientado a la búsqueda 
de posibles candidatas. Otro hecho digno de ser estudiado más en 
profundidad es la implicación de éstas y otras enzimas mitocondriales en 
la evolución de la PA. 
 
3. BASES MOLECULARES DE LA CASCADA 
INFLAMATORIA EN LA PANCREATITIS 
AGUDA. 
 
 La respuesta celular en la PA depende, entre otros factores, de los 
mecanismos enfrentados de síntesis y depleción de GSH. Existen 
evidencias que indican que esos mecanismos, en los que como hemos visto 
participan un compendio de moléculas sulfhidrílicas, enzimáticas y no 
enzimáticas, están regulados por el estado redox tiólico celular. El 
desequilibrio de la homeostasis tiólica en etapas muy tempranas de la PA 
origina una disminución de las defensas antioxidantes y un aumento de la 
actividad de enzimas pro-oxidantes que favorecen la generación de los 
ROS/RNS (Dabrowski y cols.,, 1992), responsables al menos en parte de la 
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PA necrótica  en ratas, junto con la toxicidad de los ROS/RNS, se produce 
una disminución de los grupos sulfhidrilos totales intra- y extracelulares 
(Cui y cols., 2007),  tanto en el páncreas como en el pulmón  (Dabrowski y 
cols., 1992). Las ratas supervivientes pasadas las primeras 24 h desde la 
inducción de la PA, presentan una recuperación de los niveles de MDA a 
sus niveles basales, aunque los niveles de grupos sulfhidrilos totales se 
mantienen deplecionados (Dabrowski y cols., 1992).  
 Por tanto, debido  a la importancia de esa homeostasis redox 
tiólica en la regulación de los mecanismos implicados en la PA, el papel del 
GSH se torna clave modulándola de manera muy fina. El estado tiólico-
redox de las enzimas implicadas en el metabolismo del GSH va a derivar 
en su activación de manera muy dinámica y en función de la intensidad 
del estrés asociado a la PA. Esos cambios dinámicos del estado tiólico-
redox de las enzimas favorecerán o dificultarán la recuperación de los 
niveles de GSH, siendo en último término el GSH el encargado de 
normalizar la homeostasis tiólica-redox. Todo apunta al GSH como posible 
interruptor de la cascada inflamatoria en la PA, de manera que su 
depleción mantenida podría contribuir a la aparición del síndrome de 
respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y el síndrome de disfunción 
multiorgánica (MODS). Además, por el papel determinante del GSH en 
otras enfermedades inflamatorias distintas a la PA, puede que esa 
modulación realizada por el GSH se diera en numerosos procesos 
fisiopatológicos y que, en condiciones basales, los niveles adecuados de 
GSH se modulen por retroalimentación negativa manteniendo el equilibrio 
redox celular.  
 Inmediatamente después de la disminución de los niveles de GSH, 
se ocasiona la acumulación de ROS/RNS lo cual va a contribuir a la 
activación de la cascada inflamatoria y a la amplificación de su señal.  La 
PA se caracteriza por la formación de edema junto a la migración de los 
leucocitos hacia el tejido pancreático (Closa y cols., 1999). Los ROS/RNS 
originados localmente en el páncreas van a mediar esa migración 
induciendo la liberación de factores quimiotácticos por neutrófilos y 
atrayendo cada vez a más células inflamatorias (Pereda y cols, 2006). Uno 
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inflamatorias desde la sangre al tejido pancreático es ICAM-1, que está 
sobreexpresada durante la inflamación (Dabrowski y cols., 2008). Existen 
numerosas pruebas que demuestran la liberación de citoquinas en la PA. 
Por ejemplo, los macrófagos activados liberan citoquinas proinflamatorias 
en respuesta al daño pancreático (Viterbo y cols., 2008) y los niveles 
séricos de Il-1β, IL-6 y TNF-α  aumentan en la evolución de la PA 
correlacionándose sus niveles con el grado de inflamación (Vinokurova y 
cols., 2006).  
 El TNF-α es otro protagonista importante de la inflamación, ya que 
induce la expresión y activación de factores de transcripción como NF-κB 
que a va a actuar aumentando la expresión del mismo TNF-α y otras 
citoquinas (Pereda y cols., 2006; Hirata y cols., 2008). La principal fuente 
de TNF-α en el páncreas durante la PA son los leucocitos, aunque pueden 
ser generados por otras células como las acinares. Horas más tarde al 
aumento de TNF-α en el páncreas, se induce su expresión a nivel de ARNm 
y proteína en hígado, bazo y pulmón (Pereda y cols., 2006). El TNF-α 
influye a su vez en la severidad de la PA induciendo la apoptosis o la 
necrosis de las células acinares (Norman, 1998).  
 Se puede decir que el TNF-α y el estrés oxidativo se potencian 
mútuamente durante la PA, ya que si bien el estrés oxidativo provoca el 
aumento de TNF-α, el propio TNF-α induce la generación de estrés 
oxidativo a través de diferentes mecanismos, como la conversión de 
xantina deshidrogenasa en XO en células endoteliales (Friedl y cols., 
1989), o incrementando la producción de ROS mitocondrial (Adamson y 
Billings, 1992). 
 La comunicación entre el estrés oxidativo y las citoquinas 
inflamatorias en respuesta a señales extracelulares está orquestada por la 
activación de las rutas de señalización de las MAPK (Cho y cols., 2003; 
Tripathi y cols., 2008), que pueden provocar en ultima instancia la muerte 
celular por apoptosis (Wada y Penninger, 2004) o por necrosis (Zhuang y 
cols., 2008).  Las tres vías de las MAPK están sujetas a una estrecha 
regulación de tal manera que su activación/inactivación se produce de 
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3.1 MAPK en la Pancreatitis aguda. Papel de MEK 1/2 y de las 
proteín fosfatasas. 
 
 Estudios sobre la fosforilación de las MAPK en el transcurso de la 
PA realizados previamente por nuestro grupo investigador revelaron que en 
condiciones basales la fosforilación de las tres MAPK, ERK 1/2, p38 y JNK 
1/2, es baja en páncreas y después de la inducción de la PA necrótica en 
ratas se produce una rápida activación de las tres MAPK. Como se puede 
apreciar en el apartado 1.4. de resultados, el máximo de fosforilación de 
ERK 1/2 aparece media hora post-inducción de la PA. Esa fosforilación tan 
pronunciada disminuye rápidamente a la mitad a la media hora después 
del máximo de fosforilación, disminuyendo posteriormente a lo largo del 
tiempo pero de manera mucho más tenue y progresiva. A las 6 horas la 
fosforilación de las MAPK ya se ha reducido sensiblemente aunque aún 
presenta cierta fosforilación en comparación con los controles. Otros 
grupos de investigación también han constatado la activación de las MAPK 
en la PA inducida tanto por ceruleína como por taurocolato (Samuel y 
cols., 2008; Sarmiento y cols., 2008). 
 En esta tesis, además de ver la activación de ERK 1/2, se han 
estudiado los mecanismos implicados en la regulación de la activación de 
ERK 1/2, que junto con JNK parecen ser las dos principales MAPK 
mediadoras de la inflamación en la PA (Sarmiento y cols., 2008).  Por un 
lado, hemos comprobado que MEK 1/2 aparece activada de manera 
intensa y temprana en la pancreatitis aguda. El estudio de la evolución 
temporal de la activación de MEK 1/2 en ratas con PA necrótica reveló que 
presentaba un máximo de activación a la media hora de la inducción de la 
PA y que se mantiene en el tiempo durante al menos 6 h desde el inicio de 
la pancreatitis. Por tanto, existen diferencias en la cinética de fosforilación 
entre la enzima efectora de la activación de ERK 1/2 y su propia 
activación. 
 Desde que Krebs y Fisher revelaran la importancia de la 
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papel de las proteín quinasas ha focalizado la atención de innumerables 
investigaciones científicas en el último medio siglo y más recientemente se 
le ha empezado a prestar una mayor atención al papel de las fosfatasas. 
 En la actualidad se conocen aproximadamente medio millar de 
quinasas por sólo unas 140 fosfatasas (Arena y cols., 2005). Las quinasas, 
al igual que otras biomóleculas, son susceptibles de sufrir su activación e 
inducir la activación de sus sustratos por transferencia de la energía en 
forma de grupos fosfato. Entre sus sustratos se encuentran en muchos 
casos otras quinasas las cuales se van a comportar de igual manera 
pudiendo convertirse en un círculo vicioso. El menor número de 
fosfatasas, enzimas encargadas de regular la fosforilación sufrida por las 
quinasas, y en muchos casos a la necesidad de su rápida actuación para 
impedir la unión de las quinasas a sus sustratos, da pie a pensar que la 
actividad global de las fosfatasas es elevada en condiciones basales, al 
menos del orden de la actividad global de fosforilación o superior. Uno de 
los principales sustratos de las fosfatasas es ERK 1/2, de manera que la 
función de éstas es la de mantener el estado fosforilativo de ERK 1/2 en 
unos niveles insuficientes como para disparar su activación y sus efectos 
en condiciones basales. El desajuste en la regulación de ERK 1/2 mediada 
por las fosfatasas y en respuesta a un estímulo extracelular puede 
acarrear la activación de ERK 1/2 y el inicio de distintos procesos 
fisiopatológicos. 
 
3.1.1. Regulación de ERK 1/2 por proteín fosfatasas en la pancreatitis aguda. 
 
 La activación de ERK 1/2 no ocurre solamente por fosforilación a 
través de MEK 1/2 en respuesta a un estímulo, sino que también está 
regulada por la acción de un tipo de tirosín fosfatasas, llamadas fosfatasas 
de especificidad dual (DSP) o también MKPs, porque actúan 
específicamente sobre las MAPK. Está descrito que las MKPs aumentan su 
expresión de manera muy temprana en el inicio de la PA inducida por 
ceruleína (Höfken y cols., 2000) y además han sido involucradas en los 
efectos beneficiosos  que produce el receptor 2 activado por proteasas 
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PAR2 pertenece a una de las 7 familias de receptores de membrana 
acoplado a proteína G, liberado y activado por la tripsina, con propiedades 
tanto proinflamatorias como anti-inflamatoria que en la PA severa media 
complicaciones sistémicas y en la PA leve protege contra el daño 
intrapancreático (Namkung y cols., 2008). 
 La progresiva defosforilación de ERK 1/2 en el tiempo durante la 
PA podría estar mediada por las MKPs como un intento por parte de las 
células acinares de recuperar la normalidad. Estos datos concuerdan con 
los resultados obtenidos en esta tesis sobre la actividad de las MKP2 y la 
MKP3, dos de las MKPs más estrechamente relacionadas con la regulación 
sobre ERK 1/2, cuyas actividades no disminuyen tras la inducción de la 
PA necrótica: en la PA necrótica, al menos estas dos MKPs, están 
defosforilando ERK 1/2. 
 Por otro lado, resultados sobre el tratamiento de la PA necrótica 
con pentoxifilina mostraban que este fármaco prevenía la reducción de la 
fosforilación de ERK 1/2, sin causar ningún efecto sobre la fosforilación de 
MEK 1/2 (véase apartado 4 de la discusión), haciendo suponer que la 
regulación de ERK 1/2 en la PA necrótica no es tan simple como su 
activación a través de MEK 1/2 y  su inactivación por defosforilación 
mediada por las MAPK fosfatasas. Así la activación de ERK 1/2, al igual 
que la de otras muchas quinasas (Gonze y Goldbeter, 2000), puede estar 
mediada por un mecanismo algo más sofisticado en el que probablemente, 
además de MEK 1/2 y de las MKPs,  entran en juego otras fosfatasas como 
las ser/tre fosfatasas y las tirosín fosfatasas (PTPs), que de una manera 
dinámica alternan el protagonismo controlando la fosforilación de ERK 
1/2.  
 La implicación de distintas fosfatasas en la PA ha sido descrita por 
diversos autores, como por ejemplo la interacción de las MAPK con la 
tirosín fosfatasa de membrana CD45 (Arimura, 2001), la defosforilación de 
JNK mediada por la ser/thr fosfatasa PP1 (Brichese y cols., 2004), o el 
aumento en la expresión de las MKPs, de manera muy temprana en el 
inicio de la PA inducida por ceruleína (Höfken y cols., 2000). Así mismo, se 
ha descrito que tres de las fosfatasas que más especificidad presentan por 
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cols., 2002) y la calcineurina (Ikeda y cols., 2006). Además, la inhibición 
de las PTPs participa en la formación del edema en el páncreas durante la 
PA (Schnekenburger y cols., 2005), y el bloqueo de CD45 parece afectar a 
la producción de TNF-α (De Dios y cols., 2006). 
 Por tanto, el siguiente propósito de esta tesis fue estudiar la 
actividad de las PTPS y de las ser/tre fosfatasas in vivo para intentar 
elucidar los mecanismos involucrados en el proceso inflamatorio durante 
la pancreatitis aguda necrótica inducida por taurocolato sódico.  
 En el caso de las PTPs, por la mayor complejidad de esta familia 
enzimática, se determinó la actividad  PTP total. En el caso de las ser/tre 
fosfatasas (PPPs), se determinó la actividad de tres de las cuatro enzimas 
que componen la familia PPP, la PP2A, la PP2B (calcineurina) y la PP2C. 
Las actividades de las PPPs y de las PTPs se detectaron en el citosol, ya 
que todas las muestras de páncreas de rata fueron centrifugadas a 
100.000 xg durante 1 h, descartando las PTPs de membrana. 
 En el caso de las PPPs, las actividades de la PP2A, PP2B y PP2C 
disminuían de manera significativa en las muestras de páncreas de ratas 
con PA necrótica respecto a las de ratas control. Las determinaciones se 
realizaron a un solo tiempo,  1 hora post-inducción, tiempo apropiado para 
detectar esta significativa disminución.  
 Las determinaciones de la actividad PTP pancreática se realizaron a 
distintos tiempos después de inducir la pancreatitis para ver su evolución. 
Se detectó una pérdida significativa de la actividad PTP a 1 h post-
inducción respecto a los controles y a lo largo del tiempo se recuperaba la 
actividad, de manera que a las 6 h post-inducción la actividad ya es 
similar a la presentada por los controles. Estos resultados se asemejan a 
los de un estudio realizado por el grupo de Lerch en que describieron la 
importancia de las PTPs citosólicas regulando el mantenimiento y la 
reconstitución de las adhesiones intercelulares en el páncreas 
(Schnekenburger  y cols., 2005).   
 En esta parte de la tesis, centrada en la regulación de ERK 1/2, se 
ha prestado especial atención al efecto que sobre ella produce la activación 
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del nivel de fosforilación de ERK 1/2 de acuerdo a numerosas 
publicaciones científicas (Zhou y cols, 2002; Adams y cols, 2005; Ho y 
cols, 2007). Muchos datos implican a la fosfatasa PP2A en la activación de 
ERK 1/2 en cooperación con la proteín kinasa II Ca/calmodulin en la 
regulación de canales Ca2+/K+ (Allen y cols, 2007), hecho interesante 
teniendo en cuenta el movimiento de Ca2+ que se produce durante la PA. 
 Otro aspecto que nos llamó la atención sobre la PP2A es que su 
inhibición está relacionada también con el estrés oxidativo, ya que el H2O2 
inhibe la actividad de la PP2A sin afectar a la actividad de la PP1 o la PP2C 
(Rao y Clayton, 2002). En condiciones oxidativas, la subunidad catalítica 
de la PP2A se puede inactivar por formación de puentes disulfuro 
intramoleculares con tioles de su centro activo y pequeñas variaciones en 
la homeostasis tiólica pueden conducir a su activación o inhibición (Foley 
y cols., 2007). También es susceptible de glutationilación, ya que el GSSG 
la inhibe y el GSH la activa (Rao y Clayton, 2002). 
 Por su relación con el estrés oxidativo, la homeostasis redox, el 
movimiento de Ca2+ y su acción sobre ERK 1/2, podrían jugar un papel 
clave tanto en fases tempranas de la PA como en su evolución hacia 
formas más severas de la enfermedad, participando de manera esencial en 
el control de la cascada inflamatoria.  
 Estudios cinéticos de la actividad PP2A desarrollados in vitro, 
muestran que el taurocolato sódico a una concentración de 0,3 % induce 
una muy rápida disminución de la actividad PP2A que se va recuperando 
con el tiempo sin producir una mortalidad significativa.  La disminución de 
la actividad PP2A puede observarse a los 5 min de la adición del 
taurocolato, pero a los 15 min ya ha recuperado la actividad basal,  
manteniéndola al menos otros 15 min más, que son los tiempos que 
hemos medido en este trabajo. 
 Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de las 
actividades de las PPPs y PTPs en el transcurso de la PA necrótica, en 
donde parecen estar sometidas a fluctuaciones en su actividad reguladora 
sobre los distintos mediadores de la inflamación, y  todo ello sugiere que la 
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4. MODULACIÓN DE LA CASCADA 
INFLAMATORIA DE LA PANCREATITIS 
AGUDA  CON PENTOXIFILINA. 
 
 Numerosos mediadores de la inflamación como enzimas 
pancreáticas activadas, citoquinas, radicales libres, el factor activador 
plaquetario, factores neurogénicos, adenosina o Ca2+ han sido relacionados 
con la PA (Denham y cols., 1997; Grady y cols., 1996; Bhatia y cols., 2005; 
Pereda y cols., 2006), por lo que el esclarecimiento de los mecanismos de 
las rutas de señalización intracelular implicadas en la PA, están todavía 
poco claros. Las MAPK están consideradas el mayor transductor de la 
señal inflamatoria en etapas tempranas de la PA (Höfken y cols., 2000). La 
activación de las MAPK requiere la fosforilación de un residuo de treonina 
y otro de tirosina, mediado por las MAPKK, de manera que la intensidad y 
duración de la fosforilación de las MAPK puede determinar sus efectos 
biológicos (Marshall, 1995). La inhibición de la quinasa p38 disminuye el 
daño pancreático y pulmonar en la PA severa en ratas (Yang y cols., 1999), 
y el bloqueo simultáneo de las tres principales MAPK, ERK 1/2, JNK y p38 
por la pentoxifilina y el oxipurinol reduce de manera considerable la 
respuesta inflamatoria local y sistémica en la PA, así como la mortalidad 
(Pereda y cols., 2004).  
 La pentoxifilina presenta marcadas propiedades anti-inflamatorias 
mediadas principalmente por la inhibición de la producción de TNF-α 
(Schandené y cols., 1992), así como por la reducción de la fosforilación de 
ERK y JNK (Pereda y cols., 2004). La administración de pentoxifilina 
muestra efectos beneficiosos tanto en la PA necrótica como en la 
edematosa (Gómez-Cambronero y cols., 2000; Pereda y cols., 2004). Más 
recientemente, se ha descrito que la pentoxifilina reduce el índice de daño 
pancreático, los niveles de lipasa y amilasa y el estrés oxidativo en la PA 
edematosa inducida por ceruleína en ratas (Gül y cols., 2008). 
 En esta tesis se ha investigado la defosforilación de ERK 1/2 
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se le atribuyen muchos de los efectos beneficiosos de la pentoxifilina. En 
primer lugar se prestó atención al posible efecto de la pentoxifilina sobre la 
fosforilación de MEK 1/2, MAPKK responsable de la fosforilación de ERK 
1/2, sin observar reducción alguna de la fosforilación de MEK 1/2 
producida como consecuencia del tratamiento con la pentoxifilina. Este 
resultado apuntaba a que el efecto de la pentoxifilina no se producía por 
bloqueo de la activación directa de ERK 1/2, actuando sobre algún 
integrante de la vía de inactivación de ERK. El resultado no dio lugar a 
ninguna duda, y aunque era contrario a nuestras expectativas, nos hizo 
pensar en nuevas posibles dianas de la pentoxifilina implicadas en el 
desarrollo de la PA, entre las cuales se encontraban en primera instancia 
las fosfatasas. 
 
4.1. Efecto de la pentoxifilina sobre las serín/treonín fosfatasas. 
 
 La pentoxifilina inhibe las actividades fosfodiesterasas (PDE), efecto 
mediado al menos en parte por un mecanismo independiente de la vía de 
la PKA (Deree y cols., 2008). Esa inhibición de la actividad PDE es la 
causante de la disminución de la producción de TNF-α, ya que da lugar a 
la acumulación del segundo mensajero adenosina-3,5-monofosfato cíclico, 
AMPc (Endres y cols., 1991), el cual induce eventos a nivel citoplasmático 
y nuclear como la atenuación de NF-κB y la activación del elemento de 
unión en respuesta al AMPc, CREB (Deree y cols., 2008).  
 En relación con las fosfatasas, está descrito que el AMPc causa una 
marcada reducción en la fosforilación de numerosas fosfoproteínas 
(Feschenko y cols., 2002) y que puede aumentar la actividad de algunas 
PPPs, como la calcineurina (Webster y cols., 2002) o la PP2A (Feschenko y 
cols., 2002). Por esta razón, decidimos investigar el efecto de la 
pentoxifilina sobre la disminución que observábamos en la actividad de las 
PPPs, PP2A, PP2B y PP2C durante la PA necrótica en ratas. El resultado 
fue que la pentoxifilina prevenía específicamente la reducción de la 




- 215 - 
 Después realizamos estudios in vitro para ver si el efecto de la 
pentoxifilina sobre la actividad PP2A estaba mediado por el AMPc. Por un 
lado, determinamos la concentración de AMPc en células AR42J incubadas 
con taurocolato sódico al 0,3% en presencia y en ausencia de pentoxifilina, 
y vimos que en las células incubadas con taurocolato disminuían de forma 
transitoria los niveles de AMPc respecto a los controles, mientras que en 
las células incubadas con taurocolato sódico y pentoxifilina los niveles de 
AMPc se mantenían en el rango de los controles. Por otro lado, medimos la 
actividad PP2A en células incubadas con el taurocolato sódico en 
presencia de pentoxifilina y de dibutiril AMPc como control del efecto del 
AMPc. El resultado fue que a los 5 min, tiempo en el que habíamos 
observado la marcada reducción de la actividad PP2A inducida por el 
taurocolato in vitro, la pentoxifilina prevenía ese descenso de la actividad 
PP2A y el dibutiril AMPc reproducía los efectos de la pentoxifilina. Esto nos 
confirmaba que los efectos producidos por la pentoxifilina sobre la 
actividad PP2A estaban mediados por el AMPc.  
 Por tanto, podemos decir que durante la PA la pentoxifilina produce 
la defosforilación de ERK 1/2, al menos en parte, a través de la prevención 
del descenso de la actividad PP2A, puediendo ser reponsable de algunos de 
los efectos beneficiosos de la pentoxifilina en la regulación de la respuesta 
inflamatoria. Esto podría ser importante por ejemplo a la hora de elegir el 
tiempo en el que hay que aplicar el tratamiento con la pentoxifilina, ya que 
si no se hace en el momento adecuado podría ir en desfase con la rápida 
disminución de la actividad PP2A posiblemente minimizando los efectos 
beneficiosos de la pentoxifilina durante la PA. Además se ha de tener en 
cuenta el posible efecto que la pentoxifilina podría tener sobre otras 
fosfatasas de la familia tirosín fosfatasas (PTPs), las cuales también están 
involucradas en la PA. En un futuro se debería intentar descubrir qué 
PTPs presentan alterada su actividad en la PA y cuál es el efecto de la 
pentoxifilina sobre ellas.  
 Además, las fosfatasas, al contrario que muchas otras proteínas 
como la RNasa pancreática, son susceptibles de inhibición reversible en 
condiciones oxidativas. La oxidación de residuos de cisteína en sus centros 
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proteínas o intramoleculares entre sus subunidades en el caso de la PP2A 
(Foley y cols., 2007) o con cisteínas adyacentes al centro activo con en el 
caso de las PTPs (Den Hertog y cols., 2005). Esto es importante en base a 
resultados de nuestro grupo de investigación (que no se han presentado en 
esta tesis por estar en estos momentos bajo estudio) en los que muestran 
cómo la pentoxifilina es capaz de prevenir la depleción de GSH en la PA 
necrótica. Este resultado, junto con el aumento de los niveles de AMPc, 
podría ser otra de las aportaciones de la pentoxifilina sobre la regulación 
de la PP2A y conectaría la disminución de GSH que se produce en la PA 
con la aparición y el desarrollo del proceso inflamatorio. 
 
4.2. Efectos epigenéticos de la pentoxifilina en el transcurso de la 
 pancreatitis aguda experimental. Remodelación de la 
 cromatina. 
  
 En esta Tesis también se ha analizado si los efectos beneficiosos 
obtenidos con el tratamiento de la pancreatitis aguda necrótica con 
pentoxifilina podrían estar mediados por cambios a nivel epigenético. Para 
ello, se realizaron estudios por inmunoprecipitación de fragmentos de 
cromatina (ChIP) para ver el efecto de la pentoxifilina sobre la unión de las 
histona acetiltransferasas CBP y PCAF, y del complejo histona deacetilasa 
Sin3A-HDAC1, a los promotores de los genes egr-1, icam-1, inos-2 y tnf-α, 
durante la pancreatitis aguda. 
 Los resultados muestran que en la pancreatitis aguda necrótica se 
produce la unión del complejo HDAC y de la HAT CBP al promotor del gen 
de respuesta temprana egr-1 y que la pentoxifilina bloquea la unión de 
ambas. La unión del complejo HDAC, disminuye asi el nivel de acetilación 
en las histonas produciendo la disminución de la expresión de egr-1 a las 
3 h después de la inducción, tiempo elegido para los sacrificios. En el caso 
del gen tardío icam-1, la pentoxifilina no impide la unión de la SIN3A-
HDAC1 a su promotor, aunque si bloquea el reclutamiento de las HATs 
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acetilación en las histonas y a la represión del gen. En el caso de inos-2, 
otro gen tardío, en la pancreatitis aguda necrótica se produce la unión de 
la HTA CBP al promotor y aunque la pentoxifilina no bloquea esa unión 
(incluso la aumenta un poco), la unión del complejo SIN3A-HDAC1 
inducida en la PA no se haya impedida. Además, en la pancreatitis aguda 
necrótica se produce la unión tanto de las HTAs CBP y PCAF como del  
complejo HDAC al promotor de tnf-α y la pentoxifilina, que como se sabe es 
un inhibidor de la expresión de tnf-α, produce el bloqueo de la unión de las 
HAT a su promotor. Quizás para el estudio a nivel transcripcional de genes 
tempranos se deberían realizar a tiempos más cortos tras la inducción de 
la PA para conocer el orden preciso de reclutamiento/liberación de los 
complejos modificadores de la cromatina. No obstante el efecto de la 
pentoxifilina es claro indicando que está perturbando las modificaciones 
epigenéticas alterando los niveles de acetilación en las histonas, en los 
promotores de los genes que son decisivos para el desarrollo de la PA 
necrótica. 
 Otro aspecto a tener en cuenta por todo lo comentado hasta ahora 
en esta discusión, es la importancia que puede tener el GSH induciendo 
modificaciones epigenéticas. En muchos tejidos, más del 50% del GSH es 
producido por la vía de la transulfuración, y las enzimas implicadas en 
esta vía estan sujetas a alteraciones dinámicas de su expresión y 
actividad, y cuando esos cambios ocasionan demanda de las reservas 
tiónicas, el ciclo de la metionina puede verse afectado, produciendo la 
migración de metabolitos desde el ciclo de la metionina hacia la vía de la 
transulfuración para una eventual producción de GSH (Hitchler y 
Frederick, 2007). La entrada de la homocisteína en la vía de la 
transulfuración producirá que los niveles de metionina y S-adenosil-
metionina (SAM) disminuyan. Por tanto, la depleción de GSH disminuye 
los niveles de SAM en las células y conduce a hipometilación del DNA 
(Hitchler y Frederick, 2007), produciendo por tanto modificaciones 
epigenéticas sustanciales en el conjunto de la cromatina de los genes 
relacionados con el proceso inflamatorio. De la misma manera, 
probablemente este produciendo modificaciones en la metilación de las 
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metilasas/dimetilasas (HMTs/HDMTs) por la presencia de DNA metilado 
en los promotores de estos genes. Bajo este punto de vista y en base a todo 
lo expuesto en esta tesis, se puede pensar que el GSH está involucrado en 
las modificaciones epigenéticas que ocurren en el transcurso de la PA y la 
pentoxifilina podría alterarlas, a lo mejor previniendo esa depleción de 
GSH. No obstante aunque se debería estudiar más en profundidad, lo que 
parece claro es que tanto la pentoxifilina produce modificaciones 
epigenéticas al regular el reclutamiento/liberación de complejos 
modificadores de la cromatina tales como las HATs o HDACs, participando 
asi en la activación y la represión de genes involucrados en la respuesta 
inflamatoria.   
 Por tanto, esta Tesis ha profundizado en el mecanismo de acción de 
la pentoxifilina que podrían explicar los efectos beneficiosos que su uso 
terapéutico produce en la pancreatitis aguda experimental. Los resultados 
obtenidos ponen de manifiesto que la pentoxifilina bloquea en gran medida 
la expresión de genes pro-inflamatorios por varios frentes, tanto a nivel 
transcripcional promoviendo modificaciones de las histonas, como a nivel 
de señalización aumentando la concentración de segundos mensajeros 
como el AMPc, la actividad de fosfatasas como la ser/tre fosfatasa PP2A, y 
reduciendo la activación de MAPKs como ERK 1/2. 
 Sin embargo, aún se debe estudiar más en profundidad el efecto de 
la pentoxifilina sobre los niveles de GSH, sobre otras fosfatasas, en 
especial tirosín fosfatasas y sobre la metilación del ADN y de las histonas, 
y el reclutamiento de HMTs y HDMTs a los promotores de estos y otros 
genes importantes en el desarrollo de la pancreatitis aguda. Puede que la 
pentoxifilina este mediando una serie de mecanismos reversibles, dinámica 
y finamente sincronizados, que dependiendo del grado de alteración estén 
favoreciendo un cuadro clínico más o menos severo en el desarrollo de la 
pancreatitis aguda. 
 El día que se consiga desvelar por completo las enzimas integrantes 
de estos procesos bioquímicos y fisiopatológicos y de descubrir la 
orquestación a la cual están sujetas, se podrá afinar en la ventana 
terapeútica no sólo de la PA, sino seguramente también de otras 
enfermedades donde se produzca un proceso inflamatorio agudo similar.
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1. En la pancreatitis aguda edematosa se produce una marcada inducción de 
la expresión de la glutamato cisteína ligasa mediada por la activación de la 
vía de señalización de la MAP quinasa ERK 1/2 y el factor trancripcional c-
MYC. Esta inducción contribuye a la rápida recuperación de los niveles de 
GSH.  
2. La inducción ineficaz de la glutamato cisteína ligasa que tiene lugar en el 
páncreas durante la pancreatitis aguda necrótica se debe, al menos en 
parte, al aumento de la actividad ribonucleasa en el citosol. Esta inducción 
ineficaz se produce a pesar de la activación de la vía de señalización  
mediada por ERK 1/2 y c-MYC y contribuye a la depleción mantenida de 
GSH en la pancreatitis aguda. 
3. En extracto citosólico del páncreas de rata con pancreatitis se detecta 
hidrólisis de GSH. Esta hidrólisis es inhibible por el inhibidor de las serín 
peptidasas AEBSF (2,4-amino etil bencenil sulfonil fluoruro). 
4. Las enzimas carboxipeptidasa B, tripsina y γ-glutamil transpeptidasa (γ-
GT), no parecen ser responsables de la depleción de glutatión en la 
pancreatitis aguda. 
5. Entre las enzimas citosólicas pancreáticas que se purifican mediante 
cromatografía de afinidad por unión al AEBSF, las principales candidatas 
potencialmente capaces de degradar el glutatión, son la AGAT (L-arginina: 
glicina amidino transferasasa) y la serín peptidasa HTRA3 (high-
temperature requirement factor A3). 
6. La inactivación de las serín/treonín fosfatasas y de las tirosín fosfatasas 
citoplasmáticas contribuye decisivamente a la activación de la ERK 1/2 en 
el curso de la pancreatitis aguda. 
7. La pentoxifilina evita la pérdida de actividad PP2A en páncreas en la 
pancreatitis. Esta pérdida está mediada por un descenso de los niveles de 
AMP cíclico y contribuye al reclutamiento de histona acetil transferasas en 
los promotores de los genes pro-inflamatorios egr-1, icam-1, inos-2 y tnf-α.
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